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 Les dieux avaient condamné Sisyphe à rouler sans cesse un rocher jusqu'au 
sommet d'une montagne d'où la pierre retombait par son propre poids. Ils avaient 
pensé avec quelque raison qu'il n'est pas de punition plus terrible que le travail inutile 
et sans espoir. (...) Si la descente ainsi se fait certains jours dans la douleur, elle peut 
se faire aussi dans la joie. Ce mot n'est pas de trop. (...) Toute la joie silencieuse de 
Sisyphe est là. Son destin lui appartient. Son rocher est sa chose. (...) La lutte 
elle-même vers les sommets suffit à remplir un coeur d'homme. Il faut imaginer 
Sisyphe heureux.  
 
 
Albert Camus 
Le mythe de Sisyphe  
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Introduction 
 Escherichia coli est la bactérie anaérobie facultative la plus abondante du 
microbiote intestinal humain. Elle colonise le tractus gastro-intestinal du nourrisson 
dans les heures qui suivent la naissance et établit une relation symbiotique durable (1).  
 E. coli est également un agent pathogène humain de premier plan. Certaines 
souches sont responsables d'atteintes intestinales, comme les souches E. coli 
entéro-hémorragiques (EHEC) ou entéro-toxinogènes. Les souches E. coli 
pathogènes extra-intestinales (ExPEC) sont capables de sortir de la niche intestinale 
et de se propager dans l'organisme. Elles sont alors responsables de péritonites, 
d'abcès, de méningites, de septicémies et plus fréquemment d'infections 
urinaires (1,2). 
 
 Face à une telle variabilité, la question des facteurs à l'origine des propriétés 
commensales ou pathogènes d'une souche de E. coli a fait l'objet de nombreuses 
recherches. L'analyse du « core genome » a révélé la présence de sept groupes 
phylogénétiques : A, B1, B2, C, D, E et F (3,4). La distribution des facteurs de virulence 
varie selon les phylogroupes. Ainsi, les ExPEC appartiennent principalement au 
phylogroupe B2 et renferment davantage de facteurs de virulence (5,6). Cependant, 
dans les pays industrialisés, le phylogroupe B2 englobe également la majorité des 
souches commensales digestives (7). La dichotomie pathogénicité / commensalisme 
chez E. coli ne peut donc se résumer au seul phylogroupe. 
 
 Le problème de la distinction pathogénicité / commensalisme se complexifie 
encore en prenant le cas de la souche probiotique E. coli Nissle, pourtant administrée 
pour ses propriétés thérapeutiques depuis plus d'un siècle (8). Elle produit des 
peptides antimicrobiens, les sidérophores-microcines qui exercent une activité 
antagoniste contre des bactéries entéropathogènes comme Salmonella (9,10). 
Cependant, E. coli Nissle appartient au phylogroupe B2 et synthétise des facteurs de 
virulence, tels que la colibactine (11) (Figure 1). La production de cette génotoxine à 
la structure encore imparfaitement élucidée est codée par l'îlot génomique pks. Outre 
son rôle comme facteur de virulence (12,13), la colibactine possède également une 
activité pro-carcinogène (14,15).  
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Figure 1 : La dualité propriétés probiotiques / facteurs de virulence chez E. coli 
Nissle 
 
 A l'origine de ce travail était donc l'ambition de s'affranchir de la pathogénicité 
potentielle de E. coli Nissle liée à la colibactine, tout en conservant ses propriétés 
probiotiques (Figure 1). Néanmoins, l'emploi de divers mutants de l'îlot pks a révélé 
que les systèmes de production des sidérophores-microcines et de la colibactine sont 
liés. Par conséquent, virulence et commensalisme chez E. coli sont encore plus 
intriqués que nous ne l'avions envisagé. Ces résultats seront présentés sous la forme 
d'un article (Article 1).  
 Dans un second temps, la prévalence de la synergie entre îlot pks et 
sidérophores-microcines a été établie parmi des souches cliniques de E. coli isolées 
de prélèvements urinaires. La corrélation de cette association avec la gravité clinique 
de l'infection a été étudiée (Article 2). Ces différents résultats seront ensuite discutés.  
 Préalablement à la présentation des travaux expérimentaux, une synthèse 
bibliographique sera consacrée à E. coli Nissle, aux sidérophores-microcines et à l'îlot 
pks.
Souche probiotique E. coli Nissle
utilisée depuis plus d’un siècle
GG G
AGGAG
Sidérophores-microcines
M and H47 Colibactine
Activité antagoniste contre des  
bactéries entéropathogènes
Activité génotoxique
Commensalisme
Propriétés probiotiques
Facteur de virulence
Pro-carcinogène
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Escherichia coli Nissle 1917 
 
I. Les origines de E. coli Nissle 1917 
1. Une légende dorée … 
La souche E. coli Nissle 1917 doit son nom au Dr Alfred Nissle, médecin et 
bactériologiste à l’Institut d’Hygiène de l’Université de Fribourg-en-Brisgau (16). Nissle 
s’est plus particulièrement intéressé à la capacité de certaines souches de E. coli 
issues de selles d’individus sains à inhiber la croissance de souches 
entéropathogènes telles que des souches de Salmonella. Il a nommé cette propriété 
« activité antagoniste » et développé des tests en milieux liquides et solides permettant 
de mettre en évidence les souches à « activité antagoniste forte » (16,17). Ses 
recherches s’attachaient davantage à découvrir des applications médicales dans le 
traitement des pathologies gastro-intestinales qu’à élucider les mécanismes 
bactériologiques ou biochimiques de cette activité (16).  
 
Dans cette optique, pendant la Première Guerre Mondiale, Nissle a étudié le 
cas d’un soldat allemand demeuré asymptomatique alors que ses camarades de 
régiment subissaient des épidémies de diarrhées (18–20). Certains auteurs rapportent 
qu’il s’agirait d’épidémies de shigelloses sur le front des Balkans (8,16). Nissle a isolé 
des selles de ce patient une souche de E. coli à activité antagoniste forte contre 
différentes souches entéropathogènes, ce qui expliquerait la résistance particulière de 
ce soldat. Cette souche sera ensuite nommée E. coli Nissle 1917 (8,16,17).  
 
Pour tester l’intérêt thérapeutique de cette souche dans le traitement des 
infections intestinales, Nissle a fabriqué des capsules à partir de sub-cultures de E. coli 
Nissle 1917 (16,17). Il les a tout d’abord administrées à des volontaires sains pour en 
vérifier l’innocuité, puis à des patients symptomatiques (17). Après une série de succès 
thérapeutiques publiés en 1916, Nissle a obtenu un brevet en 1917 pour 
commercialiser cette souche sous le nom Mutaflor®, formé à partir du latin « mutare », 
changer et « flora » pour refléter sa capacité à modifier le microbiote intestinal (16). 
Cette spécialité est aujourd’hui produite par la société Ardeypharm. 
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2. ... remise en question, mais la rigueur scientifique demeure 
Alfred Nissle a publié de nombreux travaux jusqu’à son décès en 1965. 
Cependant, tous ces travaux sont en langue allemande, moins communément 
comprise que l’anglais, et ne sont pas aisément accessibles par les moteurs de 
recherche bibliographiques courants de type Pubmed (Medline). D’ailleurs, il est 
fréquent que les auteurs mentionnant en une phrase l’historique de la souche ne citent 
pas de référence bibliographique (18,20,21). Cela a conduit Trudy Wassenaar dans 
une revue de 2016 à questionner la réalité de la consultation et de la compréhension 
des écrits de Nissle par certains auteurs, et de là, à douter de la véracité du récit 
communément admis (17). L’auteur, germanophone, a réussi à accéder à cinq 
publications originales de Nissle.  
Alfred Nissle y présente les expériences lui permettant d’évaluer l’effet 
antagoniste. Il décrit trois souches à activité antagoniste très forte, dont deux isolées 
de soldats en 1915. Nissle sélectionnait spécifiquement les patients qui n’avaient 
jamais présenté de pathologie entérique, bien qu’ils aient été exposés à des patients 
infectés. 
 
Figure 2 : Principales étapes de la genèse du probiotique E. coli Nissle : de la 
« recherche clinique avant la lettre » 
Patients indemnes de 
pathologies gastro-intestinales
Isolement de souches de E. coli 
à partir de leurs selles
Recherche de souches à 
activité antagoniste contre des 
entéropathogènes
Administration à des patients
(test d’efficacité)
Sélection de 3 souches à 
activité antagoniste forte
Administration d’une souche 
à des volontaires sains
(test d’innocuité)
Publications des résultats
Dépôt du brevet Commercialisation
succès
succès
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Après deux ans de subcultures, seul moyen dont il disposait pour conserver ses 
souches, Nissle rapporte qu’une des trois souches a perdu son activité antagoniste. 
La souche E. coli Nissle 1917 est une des deux souches restantes sur lesquelles 
Nissle a poursuivi ses investigations (17).  
Dans les publications auxquelles Wassenaar a pu accéder, Nissle ne décrit pas 
si la souche finale est issue d’un des soldats, ni sur quels fronts les soldats avaient 
combattu, ni même si ces soldats hospitalisés en Allemagne étaient allemands. Le 
nombre « 1917 » ne correspond d’ailleurs pas à l’année d’isolement de la souche 
(1915), ni à la date de première publication (1916) (17). Il peut correspondre à l’année 
de dépôt du brevet (16).  
 
Si avec Wassenaar, nous pouvons douter de la véracité historique de ces faits, il 
convient de signaler qu’il ne s’agit que de détails qui sont probablement venus enjoliver 
la « légende » de la souche E. coli Nissle 1917. L’auteur de la revue insiste au final 
sur la qualité, la rigueur et l’aspect précurseur des recherches d’Alfred Nissle qui a 
réalisé de véritables « recherches cliniques avant la lettre » (17) (Figure 2). 
 
 
 
II. Applications thérapeutiques de E. coli Nissle 1917  
1. Dans les dysfonctionnements intestinaux  
a. Dans le traitement des diarrhées chez le jeune enfant 
Comme rapporté dans notre première partie consacrée à l’historique de E. coli 
Nissle, cette souche a été étudiée et utilisée initialement pour sa capacité à protéger 
des diarrhées infectieuses (16,17). En effet, il a été montré que E. coli Nissle inhibe 
l’invasion de cellules épithéliales intestinales par Yersinia enterocolitica, 
Shigella flexneri ou Salmonella enterica Typhimurium (22). Dans un modèle murin, 
E. coli Nissle limite la colonisation intestinale par S. enterica Typhimurium (23). 
Par ailleurs, deux études réalisant des co-cultures entre cette souche et des 
souches EHEC de sérotypes O157:H7 et O104:H4 montre que Nissle limite leur 
croissance et la synthèse de Shiga-toxines (24,25). E. coli Nissle réduit également la 
cytotoxicité de ces souches EHEC envers des cellules Véro (25). Les antibiotiques 
n’étant généralement pas indiqués dans le traitement des diarrhées infectieuses non 
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compliquées (salmonelloses, shigelloses ou yersinioses), ni a fortiori des infections à 
EHEC de peur de stimuler la production de Shiga-toxines, l’usage de E. coli Nissle 
pourrait être une alternative intéressante. Cependant, aucune étude clinique en ce 
sens n’a encore été publiée.  
 
Les seules études cliniques concernant le rôle thérapeutique de E. coli Nissle 
contre les diarrhées ont été réalisées chez des enfants de moins de 4 ans. Dans ces 
deux études concernant les diarrhées aiguës (durant moins de 3 jours) (26) et les 
diarrhées plus prolongées (d’une durée supérieure à 4 jours mais inférieure à 2 
semaines) (27), l’administration de E. coli Nissle réduisait significativement la durée 
des symptômes en comparaison à un placebo. Il est à noter que seule une minorité 
d’enfants souffraient de diarrhées d’origine bactérienne. Les étiologies étaient le plus 
souvent virales (20 à 30% des patients) ou indéterminées (50 à 60% des patients). 
L’action « anti-diarrhéique » de E. coli Nissle ne se limite donc pas à une action 
purement antibactérienne. Ainsi, E. coli Nissle a un rôle protecteur vis-à-vis du 
rotavirus humain dans un modèle de porcs gnotobiotiques, notamment en stimulant 
l’immunité cellulaire (cellules dendritiques plasmacytoïdes et natural killers) (28). De 
plus, cette souche préserve l’intégrité de la barrière épithéliale intestinale dans un 
modèle murin de colite provoquée par du dextran sulfate de sodium en induisant 
l’expression des jonctions serrées (29) 
 
b. Dans le traitement de la constipation chronique  
 A l’opposé du spectre des dysfonctionnements intestinaux, quelques études se 
sont penchées sur l’intérêt de l’administration de E. coli Nissle dans la constipation 
chronique. Deux études cliniques allemandes résumées dans une revue de 
Sonnenborn U. et Schulze J. (8) ont comparé l’efficacité de E. coli Nissle à un placebo 
ou au traitement de référence par du lactulose. E. coli Nissle améliorait 
significativement l’évacuation des selles quel que soit le comparateur, tout en 
occasionnant moins d’effets secondaires (flatulences et crampes abdominales) que le 
lactulose. Une étude exposant du tissu musculaire lisse de colon humain à des 
surnageants de cultures de E. coli Nissle a démontré que cette souche stimule les 
cellules musculaires lisses et augmente ainsi la contractilité du colon par 
l’intermédiaire de différents métabolites, dont l’acide acétique (30). 
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c. Dans le traitement du syndrome de l'intestin irritable 
 Le syndrome de l'intestin irritable (SII) est le trouble fonctionnel intestinal le plus 
fréquent (prévalence d'environ 10%). Il se traduit par des épisodes associant douleurs 
abdominales et troubles du transit (diarrhées ou constipation). C'est une affection 
multifactorielle dont la physiopathologie n'est pas élucidée. Le SII associe des troubles 
de la motricité intestinale et une hypersensibilité viscérale. Or les bactéries intestinales 
notamment par la production de gaz et d'acides gras à courtes chaînes modulent la 
motricité digestive. Elles peuvent provoquer une hypersensibilité en interagissant avec 
les cellules épithéliales et immunitaires intestinales. Un rôle d'altérations du microbiote 
intestinal dans le SII est donc de plus en plus envisagé (31). 
 Dans ce contexte, deux études cliniques ont évalué l'effet de l'administration de 
E. coli Nissle versus placebo dans la symptomatologie de 120 (32) et 139 patients (33) 
souffrant du SII. Aucune de ces études ne parvient à démontrer une supériorité 
significative de E. coli Nissle. Les auteurs mettent en avant la très grande 
hétérogénéité des patients recrutés et la nécessité de distinguer des sous-groupes 
pour des études ultérieures : selon la symptomatologie (prédominance de diarrhées, 
de constipation ou symptomatologie mixte), selon le contexte de survenue du SII 
(post-antibiotiques, post-gastroentérite). En effet, certains sous-groupes montrent des 
résultats encourageants : E. coli Nissle semble bénéfique chez les patients 
diarrhéiques (33) et les patients pour qui le SII s'est déclenché suite à la prise 
d'antibiotiques ou suite à une gastro-entérite (32).  
 
 L’efficacité clinique de E. coli Nissle contre des dysfonctionnements intestinaux 
variés (diarrhées, constipation) n’impliquant pas uniquement des bactéries a conduit 
à envisager son utilisation dans la prise en charge des maladies inflammatoires 
chroniques de l’intestin. 
 
 
2. Dans les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin 
a. Bactéries et maladies inflammatoires chroniques de l’intestin 
 Les deux maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) les plus 
fréquentes sont la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique (RCH). Alors que 
la RCH se traduit par une inflammation et des lésions continues superficielles de la 
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muqueuse colique, la maladie de Crohn peut affecter toute l’épaisseur de la paroi 
intestinale. Bien que la maladie de Crohn puisse toucher de façon discontinue 
n’importe quelle portion du tractus digestif, les portions les plus fréquemment atteintes 
sont la partie terminale de l’iléon et le caecum. Dans ces zones, de même que dans le 
rectum, site privilégié des lésions de RCH, la concentration bactérienne est 
particulièrement élevée (34).  
 
 
 
Figure 3 : Le microbiote, le terrain génétique de l'hôte et des facteurs 
environnementaux contribuent à la pathogénèse des maladies inflammatoires 
chroniques de l’intestin. 
A gauche. Chez les individus sains, les bactéries commensales anti-inflammatoires 
interagissent avec la muqueuse gastro-intestinale pour maintenir l’homéostasie. Le microbiote 
limite les effets pro-inflammatoires des bactéries agressives et maintien la tolérance immune. 
A droite. Chez des patients atteints de maladies inflammatoires chroniques de l’intestin, 
l’homéostasie est perturbée par des interactions anormales entre les cellules de l’hôte et les 
micro-organismes, ce qui conduit à une inflammation intestinale. Cette inflammation pourrait 
être liée à des facteurs génétiques de l’hôte qui perturbent la barrière intestinale, l’immunité 
innée et adaptative ainsi qu’à des changements dans la composition du microbiote. D’après 
Chassaing B. et al. (35) 
modelled during the active phase of CD, with the equi-
librium leaning toward dominant phylogen tic groups,
perhaps as a consequenc of inflammation.27 Patients
with IBD, compared w th healthy controls, have fewer
bacteria with anti-inflammatory properties and/or mor
bacteria with proinflammatory properties (Figure 1). Sev-
eral metagenomic-based studies reported that members
of the phyla Bacteroidetes and Firmicutes were reduced
in patients with CD or UC.20,21,28,29 Reduced numbers of
Bacteroides fragilis might contribute to inflammation be-
cause this prominent human symbiont has protective
effects: it protects mice from colitis induction by Helico-
bacter hepaticus, a murine commensal bacterium with
pathogenic properties.30 Among Firmicutes, Faecalibacte-
rium prausnitzii has anti-inflammatory properties; its
numbers are reduced in patients with CD and associated
with risk of postresection recurrence of ileal CD.28
In contrast, a greater relative abundance in Enterobac-
teriaceae, mostly Escherichia coli, was observed in CD pa-
tients, more notably on mucosa-associated microbiota
than in fecal samples.17,18,24,31–35 Intestinal colonization
by E coli correlates with bacterial adhesion of CD-associ-
ated E coli strains to intestinal epithelial cells.31,36 Micro-
bial analyses of CD specimens could indicate that the
ratio of F Prausnitzii/E coli should be used to evaluate the
level of the dysbio is in IBD patients a d identify those at
high risk for recurren of CD. In addition, fluorescent in
situ hybridiz tion analyses showed the p esence of bac-
teria that penetrate the mucus layer in 30% of mucosal
biopsy specimens from patients with IBD, compared with
3% of mucosal biopsies from healthy controls,37 indicat-
ing that the microbiota might have closer contact with
the mucosa of IBD patients. This might result from the
increased numbers of some mucolytic bacteria, such as
Ruminococcus gnavus and Ruminococcus torques, observed in
macroscopically and histologically normal colonic epi-
thelium from patients with colonic CD and UC.38
There might be multiple origins of the dysbiosis ob-
served in patients with IBD. Dysregulation of adaptive
and innate immunity can induce dysbiosis. In mice, loss
of the transcription factor T-bet, which initiates lineage
development of Th1 cells, causes bacterial populations to
become colitogenic; this selected community of bacteria
promotes intestinal inflammation upon transfer into im-
munosufficient mice that express T-bet. Colitis can there-
fore be induced in wild-type mice by a selected popula-
tion of bacteria.39 Dysbiosis can also arise from dense
bacteriophage communities specifically associated with
Figure 1. The microbiota and host genetic and environmental factors contribute to pathogenesis of Crohn’s disease. (Left panel) In healthy
individuals, commensal and anti-inflammatory bacteria interact with the GI mucosa to maintain homeostasis. This involves recognition of pathogen-
associatedmolecular pattern (PAMPs) derived frommicrobes by intestinal mucosa and a physiologic host response involving IgA and IgG and !- and
"-defensins. The microbial community prevents the proinflammatory effects of harmful bacteria that are present and mediate tolerance. (Right panel)
In patients with IBD, abnormal interaction between host cells and microbes perturb homeostasis, leading to intestinal inflammation. Inflammation
could arise from ost genetic factors that affect barrier functions, innate and adaptative immunity, and qualitative and/or quantitative changes in the
composition of the microbiota.
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 La physiopathologie des MICI n’est pas élucidée mais l’hypothèse 
communément admise est qu’un terrain génétique prédisposerait à une rupture de 
l’homéostasie intestinale vers une réponse inflammatoire inadaptée. L’altération du 
microbiote intestinal ou dysbiose est un facteur majeur dans le déclenchement et 
l’amplification de ce processus (34,35) (Figure 3).   
 Une moindre diversité du microbiote des patients atteints de MICI a été 
observée. De plus, les bactéries aux propriétés anti-inflammatoires telles que certains 
Bacteroides sont moins abondantes (Figure 3). A l'inverse, les entérobactéries et 
principalement E. coli sont en quantités plus importantes que chez les sujets sains (35).  
 Un sous-groupe de E. coli, les souches de E. coli adhérentes-invasives (AIEC) 
a été désigné comme particulièrement impliqué dans la genèse de la maladie de Crohn. 
En effet, les AIEC sont anormalement prédominantes dans les lésions des patients 
atteints (36). De plus, la souche AIEC LF82 isolée d’une biopsie d’un patient atteint de 
maladie de Crohn (37) induit la synthèse de cytokines pro-inflammatoires et bloque le 
cycle cellulaire des cellules épithéliales coliques (38).  
 
b. Intérêt de E. coli Nissle contre la maladie de Crohn 
 Comme les bactéries aux propriétés pro-inflammatoires et plus particulièrement 
les AIEC ont un rôle dans le développement de la maladie de Crohn, l'utilisation de 
probiotiques a été envisagée pour tenter de les éradiquer et de les remplacer. In vitro, 
E. coli Nissle réduit l'invasion de cellules épithéliales intestinales humaines par LF82 
(21,39) et limite la production de cytokines pro-inflammatoires (39). 
 Si les résultats in vitro de l'utilisation de E. coli Nissle contre LF82 semblent 
prometteurs, les résultats cliniques restent décevants. Une revue Cochrane a montré 
l'absence de bénéfice de l'administration des probiotiques en général, et de E. coli 
Nissle en particulier, dans la prévention des rechutes de la maladie de Crohn (40). 
Cependant, les auteurs de cette revue signalent le faible nombre d'études (cinq pour 
l'ensemble des probiotiques testés) et la faiblesse des effectifs (75 patients pour la 
plus grande cohorte). En particulier, l'efficacité de E. coli Nissle n'a été testée que dans 
une seule étude comportant 28 patients (40,41). Davantage d'études cliniques sont 
donc nécessaires pour pouvoir trancher sur l'intérêt de l'administration de E. coli Nissle 
dans la prise en charge de la maladie de Crohn. 
 
 24 
c. Impact de E. coli Nissle contre la rectocolite hémorragique 
 Les résultats des études cliniques concernant l'administration de E. coli Nissle 
dans la prise en charge de la RCH sont plus positifs que pour la maladie de Crohn. 
Ces six études ont été évaluées dans une méta-analyse (42).  
 Dans quatre études, l'efficacité de E. coli Nissle a été comparée au traitement 
de référence par mésalazine dans le maintien de la rémission. Une étude s'intéresse 
à une population pédiatrique. Dans toutes ces études, E. coli Nissle est équivalent à 
la mésalazine dans la prévention des rechutes avec des effets secondaires 
comparables (42). Ce probiotique pourrait donc constituer une option thérapeutique 
intéressante. 
 Les résultats des trois études s'intéressant à la capacité de E. coli Nissle à 
induire une rémission sont plus contrastés et ne permettent pas de recommander son 
utilisation (42). En effet, son efficacité est comparable au placebo dans deux études, 
à la mésalazine dans une étude. Les auteurs de la méta-analyse signalent 
l'insuffisance du nombre d'études pour adopter une conclusion définitive et suggèrent 
qu'il pourrait être intéressant d'évaluer E. coli Nissle comme traitement adjuvant lors 
de l'induction de la rémission (42). 
 
    
3. Possibles applications futures 
 Les applications thérapeutiques de E. coli Nissle ayant déjà fait l'objet d'études 
cliniques concernent toutes des pathologies intestinales. Cependant, un rôle du 
microbiote intestinal est désormais suspecté dans de nombreuses pathologies 
n'affectant pas directement le tube digestif : l'obésité, l'asthme, l'autisme, le diabète de 
type 2, les maladies auto-immunes comme la polyarthrite rhumatoïde ou la sclérose 
en plaques, etc (43). Il est donc très probable que des études à venir se penchent sur 
un effet bénéfique éventuel de E. coli Nissle dans ces pathologies. 
 Un autre domaine d'application futur de E. coli Nissle est la lutte contre les 
infections bactériennes. En effet, l'émergence des bactéries multi-résistantes en raison 
du mésusage des antibiotiques a été décrite par l'Organisation Mondiale de la Santé 
comme une menace importante à la santé mondiale (44). Face à l'absence de nouvelle 
classe d'antibiotiques, en particulier dirigée contre les bactéries à Gram négatif, 
l'Organisation Mondiale de la Santé a décrété que le développement de nouveaux 
 25 
antibiotiques contre les bactéries à Gram négatif était une priorité absolue (44). Dans 
ce contexte, diverses équipes ont modifié E. coli Nissle pour sécréter des peptides 
antimicrobiens et ainsi accroître leur effet antagoniste contre des bactéries spécifiques 
dans des modèles animaux. Ainsi des souches modifiées de E. coli Nissle ont été 
développées pour lutter contre des bactéries potentiellement pathogènes et éviter ainsi 
l'usage d'antibiotiques « conventionnels » à plus large spectre (Salmonella enterica 
(45), Pseudomonas aeruginosa (46)). D'autres ont été créées pour éradiquer le 
portage de bactéries hautement résistantes posant actuellement des problèmes 
d'impasses thérapeutiques (47).  
 
 Si E. coli Nissle est utilisé en thérapeutique depuis plus d'un siècle, elle a 
pourtant fait l'objet de peu d'études cliniques. Les principales applications 
thérapeutiques actuelles et envisagées sont résumées dans la Figure 4. 
 
 
 
Figure 4 : Applications thérapeutiques de E. coli Nissle actuelles et envisagées 
L'efficacité clinique de E. coli Nissle a été évaluée dans le traitement de diverses affections 
digestives (cadres verts). Les applications ayant fait l'objet d'études cliniques sont soulignées. 
A l'avenir, E. coli Nissle pourrait être utilisé comme nouvelle arme antibiotique (cadres rouges) 
ou dans la lutte contre les affections liées à un déséquilibre du microbiote intestinal (cadres 
bleus) 
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III. Déterminants de l’effet probiotique de E. coli Nissle 
 Dans cette partie concernant les déterminants de l'activité probiotique de E. coli 
Nissle, nous n'évoquerons pas la colibactine synthétisée par l'îlot pks, ni les 
sidérophores-microcines. Elles feront l'objet de parties distinctes. 
 
1. Innocuité  
 Les probiotiques sont habituellement définis comme des « micro-organismes 
vivants qui, lorsqu'ils sont administrés en quantité adéquate, confèrent à l'hôte un 
bénéfice pour sa santé » (48). Un prérequis essentiel pour une utilisation comme 
probiotique est donc l'innocuité de E. coli Nissle, avant toute mention d'effet bénéfique. 
L'analyse du génome (49), puis le séquençage complet (20) ont révélé que E. coli 
Nissle ne produit pas de toxines (hémolysines ou shiga-like toxines par exemple). 
Cette souche ne présente pas de résistances aux antibiotiques autres que les 
résistances naturelles des bacilles à Gram négatif anaérobie facultatifs (Tableau 1) (8).  
 
Tableau 1 : Résistances aux antibiotiques de E. coli Nissle.  
Modifié d'après Sonnenborn U. et Schulze J. (8) 
Familles d'antibiotiques Molécules 
Beta-lactamines Pénicilline G Cefsulodine 
Glycopeptides et lipopeptides Vancomycine, téicoplanine Daptomycine 
Macrolides et apparentés 
Erythromycine 
Clindamycine 
Pristinamycine 
Nitro-imidazolés Métronidazole 
Oxazolidinone Linézolide 
Rifamycines Rifampicine 
 
 E. coli Nissle porte deux plasmides non transférables (3,2 et 5,5 paires de bases) 
qui ne codent aucun facteur de virulence ou de résistance aux antibiotiques connus 
(50).  
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2. Grande capacité d'adhésion 
 Dans différents modèles animaux (souris, rats, porcelets), E. coli Nissle est 
capable de coloniser l'intestin (8,51,52). En effet, il a été montré in vitro que E. coli 
Nissle adhère aux cellules épithéliales intestinales (21,52,53). Par ailleurs, sur des 
surfaces inertes, E. coli Nissle forme du biofilm (8,51,54) plus efficacement que des 
souches pathogènes (entéropathogènes, entérotoxinogènes) et de façon comparable 
à des souches de E. coli commensales (54). Cette capacité de colonisation et de 
formation de biofilm s'explique par la présence chez E. coli Nissle de structures 
impliquées dans l'adhésion : des fimbriae (fimbriae de type 1, fimbriae F1C, curli), 
l'antigène 43, des flagelles et la capacité de produire de la cellulose (Figure 5) (49). 
 
 
 
Figure 5 : Structures à la surface de E. coli Nissle impliquées dans l'adhésion. 
Modifié d'après Klemm P. et al. (55) 
 
 
 Une souche de E. coli capable de produire des fimbriae de type 1 en porte entre 
100 et 500 de façon péritriche. Il s'agit d'organelles tubulaires mesurant jusqu'à 2 µm 
de long et particulièrement flexibles ce qui leur permet de s'adapter aux forces de 
cisaillement. L'adhésine FimH présente à leur extrémité se lie avec différents dérivés 
du mannose ainsi qu'avec des protéines comme la laminine, le collagène et la 
fibronectine. Ces organelles permettent donc aux bactéries de se lier à de nombreuses 
Fimbriae de	type	1
Fimbriae
F1C
Escherichia	coli	Nissle
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cellules eucaryotes différentes (56). En particulier, les fimbriae de type 1 jouent un rôle 
dans l'adhésion de E. coli Nissle à certaines cellules épithéliales (51). 
 La structure des fimbriae F1C est comparable à celle des fimbriae de type 1. Ils 
sont particulièrement exprimés par les souches urinaires de E. coli (14 à 30% des 
souches). D'ailleurs, l'adhésine FocH située à leur extrémité se lie avec les 
galatosylcéramides et globotriaosylcéramides présents en particulier sur les cellules 
épithéliales de l'arbre urinaire (56). Les fimbriae F1C sont nécessaires à l'adhésion de 
E. coli Nissle à des surfaces inertes et à des membranes cellulaires. Ils favorisent la 
persistance intestinale de E. coli Nissle dans un modèle de colonisation orale de 
souriceaux (51). 
 Les flagelles de E. coli Nissle sont également des facteurs de colonisation (53). 
E. coli Nissle possède des flagelles de sérotype H1 qui lui permettent un mouvement 
actif, notamment au sein du mucus intestinal visqueux (8). Au-delà de cette mobilité 
active vers les cellules hôtes qui est un prérequis à l'adhésion, les flagelles de E. coli 
Nissle agissent directement comme des adhésines. Elles interagissent en effet avec 
le mucus colique humain, probablement en se liant au gluconate (53). 
 
 Les curli sont des organelles de structure plus simple : ils sont formés par 
auto-assemblage d'un seul type de sous-unité protéique à l'extérieur de la bactérie. Ils 
se lient à de nombreuses protéines humaines (ex : laminine, fibronectine, 
plasminogène). Ils sont également suspectés de participer à la formation de biofilm. 
 Outre les organelles de surface, E. coli Nissle porte également l'antigène 43, 
une protéine de la membrane externe qui permet des interactions bactéries-bactéries 
au sein des biofilms. 
 Enfin, l'adhésion de E. coli Nissle fait intervenir la synthèse de cellulose. En 
effet, un mutant incapable de synthétiser de la cellulose montre une moindre 
adhérence aux cellules épithéliales in vitro et in vivo dans un modèle murin (52). 
  
 E. coli Nissle possède donc de nombreux facteurs d'adhésion, dont certains ont 
été étudiés spécifiquement dans cette souche. Cependant, les mécanismes précis 
d'adhésion de E. coli Nissle sont encore largement méconnus. 
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3. Propriétés immunomodulatrices 
a. Stimulation de l'immunité intestinale 
 L'épithélium intestinal produit des peptides antimicrobiens pour renforcer sa 
fonction de barrière entre l'organisme et le milieu extérieur. Les défensines constituent 
une famille importante de ces peptides antimicrobiens. Elles ont un spectre d'activité 
large contre de nombreuses bactéries, virus et champignons (57). La synthèse d'un 
de ces peptides, la b-2 défensine est induite par la flagelline de E. coli Nissle, 
constituant principal des flagelles (58).  
 Par ailleurs, dans un modèle porcin, l'administration orale de E. coli Nissle 
augmente la concentration intestinale de calprotectine. Ce peptide antimicrobien 
produit majoritairement par les polynucléaires neutrophiles limite l'adhésion des 
bactéries aux cellules épithéliales de la muqueuse, principalement par compétition 
pour l'absorption de zinc et de calcium (59). 
 Ainsi, E. coli Nissle exerce un effet antagoniste indirect vis-à-vis d'autres 
micro-organismes de la niche en agissant sur l'immunité innée intestinale par induction 
de la synthèse de peptides antimicrobiens. 
 
 De plus, E. coli Nissle induit l'expression des Toll-like recepteurs (TLR) 4 et 5 
par les cellules épithéliales intestinales (60). Les TLR sont des composants clés de 
l'immunité innée car ils reconnaissent divers composants microbiens. Pour les 
bactéries à Gram-négatif, les TLR4 sont classiquement décrits comme des récepteurs 
du lipopolysaccharide et les TLR5 des récepteurs de la flagelline. En stimulant la 
production de ces TLR, E. coli Nissle permet une meilleure réactivité du système 
immunitaire local contre d'autres micro-organismes. Il a été montré que la capsule de 
sérotype K5 de E. coli Nissle stimule à elle seule l'expression des TLR5.  
 D'une façon générale, la capsule est décrite comme un facteur de virulence, car 
elle protège la bactérie contre des systèmes de défense non spécifiques (ex : la 
phagocytose), ce qui allonge sa durée de survie dans le compartiment sanguin. 
E. coli Nissle produit une capsule K5, sérotype présent chez seulement 1% des 
souches de E. coli, mais sur-représenté parmi les souches uropathogènes. Cependant, 
E. coli Nissle est rapidement détruite lorsqu'elle est mise en contact de sérum humain. 
Par conséquent, sa capsule qui n'entraîne pas de résistance au sérum ne peut pas 
être considérée comme un réel facteur de virulence (8).  
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 La capsule de E. coli Nissle est également un déterminant important de 
l'induction de la synthèse de certaines cytokines pro-inflammatoires, comme la 
« monocyte chemoattractant protein 1 » (MCP-1), les « macrophage inflammatory 
protein » 2a (MIP-2a) et MIP-2b et l'interleukine (IL) 8 par l'activation de la voie des 
« mitogen-activated protein » (MAP) kinases (60,61). Les cytokines IL-8 et MCP-1 
permettent le recrutement des cellules de l'immunité comme les polynucléaires 
neutrophiles et les monocytes dans l'épithélium. Ces derniers peuvent donc 
rapidement phagocyter d'éventuels micro-organismes pathogènes attaquant 
l'épithélium. 
 
 Outre cette stimulation de l'immunité innée au niveau de la barrière intestinale, 
E. coli Nissle exerce également une action inductrice sur l'immunité humorale. En effet, 
l'administration orale de E. coli Nissle à des nouveaux-nés prématurés ou nés à terme 
augmente les concentrations sériques d'immunoglobulines (Ig) A et M mais pas celle 
des IgG. Les niveaux d'IgA et d'IgM sécrétoires dans les filtrats de selles sont 
également augmentés (8). 
 En résumé, E. coli Nissle stimule l'immunité innée et humorale intestinales, ce 
qui explique partiellement ses effets thérapeutiques contre les diarrhées infectieuses : 
l'épithélium intestinal exposé à E. coli Nissle semble mieux préparé à affronter des 
micro-organismes pathogènes. 
 
b. Effets anti-inflammatoires  
 Une étude utilisant des lignées cellulaires de lymphocytes T a montré que 
E. coli Nissle diminue la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-2, « tumor 
necrosis factor » (TNF) α, et interféron γ. En parallèle, cette souche induit la synthèse 
de l'IL-10, une cytokine immunomodulatrice aux propriétés bénéfiques contre 
l'inflammation muqueuse (62). Par ailleurs, E. coli Nissle inhibe la production d'IL-8 
stimulée par le TNF-α (voie différente de la voie des MAP-kinases évoquée au 
paragraphe précédent). Ainsi E. coli Nissle exerce une action anti-inflammatoire qui 
explique, au moins partiellement son effet bénéfique dans les MICI. Le rôle des 
cytokines pro-inflammatoires TNF-α et interféron γ a d'ailleurs été décrit comme crucial 
dans la genèse de ces pathologies (62). 
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 Il est à noter que, dans un modèle murin de colite provoquée par du dextran 
sulfate de sodium, les propriétés anti-inflammatoires ont été décrites comme similaires 
que E. coli Nissle soit administré par voie orale sous forme de bactéries entières ou 
seulement sous forme de vésicules de la membrane externe (« outer membrane 
vesicles » OMV) (63). Ces vésicules produites par les bactéries à Gram négatif 
renferment de nombreux constituants bactériens, parmi lesquels de l'acide 
désoxyribonucléique (ADN), du peptidoglycane et du lipopolysaccharide. Ce sont donc 
des moyens importants de communication entre bactéries et cellules eucaryotes qui 
font l'objet d'un nombre croissant d'études, notamment comme outils thérapeutiques 
et vaccinaux car à la différence des bactéries entières, ils ne peuvent pas se multiplier. 
 
 
Figure 6 : Propriétés immunomodulatrices de E. coli Nissle 
Modifié d'après Jacobi C. et Malfertheiner P. (57) 
 
 Au total, les effets anti-inflammatoires démontrés in vitro corroborent les effets 
bénéfiques de E. coli Nissle dans les MICI par exemple. Cependant, cette bactérie 
semble exercer à la fois des effets anti-inflammatoires et immuno-stimulateurs (décrits 
au paragraphe précédent) (Figure 6). Une réponse à cet apparent paradoxe serait 
que les cellules hôtes répondent différemment aux stimuli de E. coli Nissle en fonction 
de leur type cellulaire et de leur localisation. Ainsi, E. coli Nissle limite la prolifération 
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des lymphocytes T naïfs et mémoire circulants mais n'a pas d'activité inhibitrice 
vis-à-vis des lymphocytes T de la lamina propria (62). Ce probiotique inhibe ainsi 
probablement le recrutement des lymphocytes T circulants vers la muqueuse 
intestinale, en accord avec son effet anti-inflammatoire bénéfique, sans déstabiliser 
les défenses muqueuses (ex : les lymphocytes T de la lamina propria).  E. coli Nissle 
contribue ainsi au maintien de l'homéostasie immunologique de l'intestin (62). 
 
 
4. Production de quatre types de sidérophores 
 A quelques exceptions près, le fer est un élément indispensable pour la vie. En 
présence d'oxygène, le fer est sous forme ferrique (Fe3+) très insoluble dans l'eau 
(10-18 mol / L (M) à pH7). De plus, chez l'hôte, la majorité du fer est complexé à des 
protéines (ex : hémoglobine, ferritine), ce qui abaisse ainsi chez l'homme la 
concentration en fer dans le sérum à 10-24 M. Pour atteindre la concentration 
cytosolique d'environ 10-6 M nécessaire à leur croissance, les bactéries utilisent des 
systèmes de chélation du fer. Ainsi, elles synthétisent des sidérophores, molécules 
présentant une affinité telle pour le fer ferrique qu'elles peuvent récupérer le fer lié aux 
protéines de l'hôte (64).  
 
  E. coli Nissle produit quatre types de sidérophores différents : l'entérobactine, 
les salmochélines, l'aérobactine et la yersiniabactine (49). L'entérobactine, composé 
de type peptide non-ribosomique (NRP) de la famille des catécholates est le 
sidérophore le plus couramment produit par les entérobactéries (Figure 7). Les 
salmochélines sont des dérivés glycosylés de l'entérobactine. La yersiniabactine est 
un composé hybride polycétides-peptides non-ribosomiques (PK-NRP) de la famille 
des phénols et l'aérobactine un sidérophore non-PK et non-NRP de type 
citrate-hydroxamate (65).  
 
 Avant de nous intéresser plus précisément à la synthèse et aux rôles de ces 
sidérophores de E. coli Nissle, nous débuterons par quelques généralités sur la 
synthèse des composés de type PK, NRP et PK-NRP.  
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Figure 7 : Structure des quatre sidérophores produits par E. coli Nissle. 
Quatre groupements permettent aux sidérophores de fixer le fer : les noyaux catéchol (rouge), 
phénol (vert), hydroxamate (bleu) et carboxylate (orange). D'après Wilson B. et al. (66) 
 
 
 
a. Généralités sur la synthèse des composés PK et NRP 
 Les composés de type PK, NRP et PK-NRP sont des oligomères synthétisés 
par des complexes multienzymatiques, les mégasynthases de type PK synthases 
(PKS), NRP synthases (NRPS) et hybrides PKS-NRPS. Les gènes à l'origine de la 
production de ces métabolites secondaires sont organisés en « clusters », ce qui 
permet leur activation de façon coordonnée et suggère une possibilité de transfert 
horizontal entre bactéries (67). La synthèse des composés de type PK et NRP repose 
sur l'assemblage itératif de monomères en un oligomère par les mégasynthases qui 
agissent de façon séquentielle, formant de véritables chaînes d'assemblage.  
  
Figure 1. Siderophore Structure
A. Four moieties confer iron-binding capacity to siderophores: carboxylate (orange), 
phenolate (green), catecholate (red), and hydroxamate (blue). B. Siderophore structures from 
selected nosocomial pathogens are shown (see Table 1): Mixed-type siderophores contain 
more than one type of iron-binding moiety.
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 Les monomères sont des unités acyles portant un groupe carboxyle activé pour 
les composés PK et des acides aminés ou des acides aryles pour les NRP. 
L'organisation de chaque mégasynthase repose sur trois domaines de base et est 
résumée dans la Figure 8 (67,68). 
 
• Le domaine de thiolation (T) qui fixe l'oligomère en cours d'élongation 
• Le domaine kétosynthase (KS) des PKS ou de condensation (C) des NRPS 
• Le domaine acyltransférase (AT) des PKS ou d'adénylation (A) des NRPS 
 
L'ordre typique des domaines est KS-AT-T pour les PKS et C-A-T pour les NRPS. 
 
 
Figure 8 : Domaines essentiels des modules de PKS et de NRPS. 
Modifié d'après Fischbach M. et Walsh C. (67) 
  
 La première étape de la biosynthèse est l'activation de chaque domaine T par 
des phosphopantéthéinyl transférases (PPTases) dont les gènes sont le plus souvent 
compris dans les « clusters » codant les mégasynthases. Le domaine T possède alors 
un groupement thiol libre qui permettra l'ancrage des monomères. En parallèle, les 
monomères composant les PK et les NRP sont également activés par une liaison au 
coenzyme A pour les PK et par la formation d'un amino-acyl-AMP (adénosine 
monophosphate) par réaction avec l'ATP (adénosine triphosphate) pour les NRP 
(67,68).  
 
 La biosynthèse stricto sensu des composés de type PK ou NRP consiste en 
l'élongation de l'oligomère par incorporation d'un monomère activé par liaison 
covalente à chaque transfert d'une mégasynthase à la suivante le long de la chaîne 
d'assemblage. Les monomères activés sont sélectionnés spécifiquement et transférés 
sur les domaines T activés par les domaines AT des PKS et A des NRPS, formant 
ainsi respectivement des acyl-thioesters et des aminoacyl-thioesters (Figure 9) (67).  
KS
AT
T C
A
T
PKS NRPS
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Figure 9 : Activité des domaines AT des PKS et A des NRPS. 
Les domaines AT et A sélectionnent les monomères activés et catalyse leur transthiolation 
aux domaines T. Modifié d'après Fischbach M. et Walsh C. (67) 
 
 Les domaines KS ou C permettent le transfert et la condensation de l'oligomère 
en croissance avec les monomères. A chaque étape, l'oligomère est transloqué du 
domaine T de la mégasynthase n au domaine T de la mégasynthase n+1 (Figure 10) 
(67).   
 
Figure 10 : Activités des domaines KS des PKS et C des NRPS. 
Modifié d'après Fischbach M. et Walsh C. (67) 
 
 Les oligomères formés peuvent être modifiés pendant ou après l'assemblage 
par des domaines optionnels des mégasynthases ou par des enzymes accessoires 
souvent codées par le « cluster » comprenant les gènes des mégasynthases. Des 
réactions de réduction, de déshydratation, de cyclisation, d'oxydation peuvent par 
exemple être catalysées. Le dernier module de la chaîne d'assemblage ou module de 
terminaison comporte un domaine thioestérase permettant de libérer l'oligomère 
synthétisé (67,68). 
 Ces principes généraux de synthèse des composés de type PK et NRP 
s'appliquent à la production de l'entérobactine, des salmochélines et de la 
yersiniabactine. 
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respectively. Such incomplete !-carbon processing by Type
I PKSs creates the diverse chemical functionality and
chemical reactivity for further elaboration of the scaffold.
The chemical diversity enabled by accumulation of
polyketoacyl chains during elongation cyclessresulting from
the absence of !-carbon processingsis particularly notable
in Type II PKS machinery in which iterative action of core
KS-AT-T subunits generates the polyketone chains for which
this class of natural products is named. These highly reactive
functionalities undergo enzyme-directed carbonyl chemistry
as schematized for the antibiotic tetracycline and the
antitumor agent doxorubicin (Figure 20). The fate of the
polyketoacyl thioester chains is no doubt controlled at several
stages: by the conformation of the bound polyketone chain
in enzyme active sites surrounding the polyketoacyl-S-T, by
cyclase enzymes that control regioselectivity of cyclization,
and by prior regioselective reduction of one of the ketone
groups in the nascent polyketoacyl-S-T intermediate.47,48
A few polyketide scaffolds generated by Type I PKSs
have !-branched groups, such as jamaicamide.49 The corre-
Figure 15. Activities of the AT and KS domains. (A) The AT domain selects the acyl-CoA monomer to be incorporated and catalyzes its
transthiolation to the downstream T domain via an acyl-O-enzyme intermediate. (B) The KS domain catalyzes C-C bond formation between
the upstream (transiently KS-bound) acyl thioester and the downstream carbanionic acyl acceptor resulting from decarboxylation of (methyl)-
malonyl-S-T.
Figure 16. R giochemistr of chain elo gation in Type I and II PKS ystems. (A) In Type I PKSs, each condensation results in the
addition of two or three carbons to the nascent chain, which is simultaneously transferred from one T domain to the next. (B) In Type II
PKSs, each condensation results in the addition of two or three carbons to the nascent chain, which remains tethered to the same T domain.
CLF ) chain length factor.
Figure 17. !-Carbon processing in PKSs. The !-ketoacyl-S-T condensation product is reduced by the ketoreductase (KR) domain to form
!-hydroxyacyl-S-T, subsequent dehydration by the dehydratase (DH) domain yields an R,!-enoyl-S-T, and reduction of this species by the
enoyl reductase (ER) domain gives the fully saturated acyl-S-T.
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In some instances, the first module has a three-domain C-A-T
organization; these often occur in assembly lines that make
N-acylated peptides, such as plipastatin.27 The first C domain
has been show in one case to cat lyze N-acylation of the
initiating amino acid while it is installed on T1.54
Like Type I PKSs, the termination modules of NRPS
assembly lines usually have a C-A-T-TE organization.21 In
analogy to PKS TE domains, NRPS TE domains can be
hydrolytic or cyclizing45,55 (Fi ure 18). An alternative, TE-
independent route of chain release is reductase-catalyzed
thioester reduction to yield an aldehyde, exemplified in
myxochelin biosynthesis56 and generation of the tetrapeptidyl
aldehyde precur or of safracin57 (Figure 24).
3.2.1. NRPS Assembly Lines: Optional Domains
3.2.1.1. Epimerization and Condensation Domains with
DCL Chirality. A pervasive feature of NRPs is the abundance
of D-amino acid residues in their peptide scaffolds. Since
D-amino acids (especially nonproteinogenic D-amino acids)
are largely absent in microbial producer cells, L- to D-
epimerization machinery is required for their production.58
Occasionally, a separate racemase is encoded in the biosyn-
thetic gene cl st r, such as th alanin racemase that pr vides
monomeric D-Ala for the first module of the cyclosporine
synth tase.59
In contrast, the preponderant organization in NRPS as-
sembly lines from Gram-positive bacteria involves a 50 kDa
epimerization (E) domain in those modules where L-amino
acid monomers are to be incorporated and epimerized60
(Figure 25a). The domain organization in such modules is
Cn-An-Tn-En. The Cn+1 domainsimmediately downstream of
the En domainsis specific for the D-peptidyl-S-T donor.61
Such C domains have been designated DCL domains, for
D-donor and L-acceptor. This leads to the expectation that
all C domains adjacent to (and downstream of) E domains
make D-,L-peptide linkages.62 Some nonribosomal peptides,
such as chloroeremomycin, contain D-,D-dipeptidyl moieties
that are formed by tandem CATE-CATE modules.5 This
dimodule motif likely forms a D-,L-peptide bond and then
epimerizes it to a D-,D- eptide linkage before chain transfer
to the next module.
A variant of the En-DCL(n+1) organization has been eluci-
dated in assembly lines for arthrofactin,63 syringomycin,64
and syringopeptin65 from Gram-negative Pseudomonas spp.
(Figure 25b). These “dual-function” C domains are DCL in
their chiral specificity; they first generate an equilibrating
mix of L-peptidyl and D-peptidyl-S-T intermediates and then
condense only the D-peptidyl-S-T donor with the downstream
aminoacyl-S-T acceptor.66
3.2.1.2. Condensation Domains with Heterocyclization
ActiVity. In addition to the LCL and DCL domains noted above,
additional C domain variants exist that catalyze amide bond
formation with Cys, Ser, or Thr as the downstream acceptor.
These domains then catalyze addition of the side chain thiol
(Cys) or hydroxyl (Ser, Thr) to form a five-membered cyclic
adduct, followed by dehydration to yield thiazoline or
oxazoline rings, respectively67 (Figure 26a). This subset of
C domains are termed Cy (cyclization) domain for their
cyclodehydration activity. The net formation of a five-
membered heterocycle radically alters the covalent con-
nectivity of the growing peptidyl chain. Tandem Cy domain-
containing modules are found in the yersiniabactin12 and
bleomycin synthases,10 leading to the formation of a thia-
zoline-thiazolidine moiety in the former and a bithiazole
substituent in the latter (Figure 26b).
3.2.1.3. Additional Domains in NRPS Modules. Several
other domains are found in certain NRPS modules, which
presumably resulted from gene splicing at permissive sites
to encode useful chemical transformations on the growing
peptidyl chain. One such domain, termed oxidase (Ox), is
found in modules from the bleomycin and epothilone
synthases that contain Cy domains and is involved in
oxidati n of the thiazoli e ring to a thiazole (Cy-A-T-Ox)
(Figure 26c). This oxidative conversion of the hydrolytically
labile dihydroheterocyclic thiazoline to the heteroaromatic
Figure 23. Activities of the A and C domains. (A) The A domain
catalyzes the adenylation of the amino acid to be incorporated and
its subsequent acylation to the downstream T domain. (B) The C
domain catalyzes C-N bond formation between the electrophilic
upstream peptidyl-S-T1 and the nucleophilic downstream aminoacyl-
S-T2.
Figure 24. Proposed chain termination during safracin57 biosynthesis. A C-terminal reductase (Re) domain likely catalyzes concomitant
aldehyde formation and chain release.
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aldehyde formation and chain release.
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Cas des PKS Cas de  NRPS
In some instances, the first odule has a thre -domain C-A-T
organization; these often occur in as embly lines tha make
N-acylated peptides, such as plip stati .27 The fi st C domain
has been shown in one case to catalyze N cylation of the
initiating amino acid while it is installed on T1.54
Like Type I PKSs, the termination modules of NRPS
assembly lines usually have a C-A-T-TE organization.21 In
analogy to PKS TE domains, NRPS TE domains can be
hydrolytic r cyclizing45,55 (Figure 18). An alternative, TE-
independent route of chain release is reductase-catalyzed
thioester redu tion to yield an aldehyde, xemplified in
myxoch lin biosynthesis56 and generation of he tetrapeptidyl
aldehyde precu sor of safracin57 (Figure 24).
3.2.1. NRPS Assembly Lines: Optional Domains
3.2.1.1. Epime iza on and Condensation Domains with
DCL Chirality. A pervasive feature of NRPs is the abundance
of D-amino acid residues in their peptide scaffolds. Since
D-amino acids (especially nonproteinogenic D-amino acids)
are largely absent in microbial producer cells, L- to D-
epimerization machinery is required for their production.58
Occasionally, a separate racemase is encoded in the biosyn-
thetic gene cluster, such as the alanine racemase that provides
monomeric D-Ala for the first module of the cyclosporine
synthetase.59
In contrast, the preponderant organization in NRPS as-
sembly lines from Gram-positive bacteria involves a 50 kDa
epimerization (E) domain in those modules w e L-amino
acid monomers are to be incorporated and imerized60
(Figure 25a). The domain orga iza ion in such modules is
Cn-An-Tn-En. The Cn+1 dom insimmediately downstream of
the En domainsis specific for the D-peptidyl-S-T do or.61
Such C domains have been designated DCL domai s, for
D-donor and L-acceptor. This lea s to the expectation that
all C domains adjacent to (and downstream of) E domains
make D-,L-peptide linkages.62 Some nonribosomal peptides,
such as chloroeremomycin, contain D-,D-dipeptidyl moieties
that are formed by tandem CATE-CATE modules.5 This
dimodule motif likely forms a D-,L-peptide bond and then
epimerizes it to a D-,D-peptide linkage before chain transfer
to the next module.
A variant of the En-DCL(n+1) organization has been eluci-
dated in assembl lines for ar hrofactin,63 s ringomycin,64
and syringopeptin65 from Gram-negative Pseudomonas spp.
(Figure 25b). These “dual-function” C domains are DCL in
their chiral specificity; they firs generate an equilibrating
mix of L-peptidyl and D-peptidyl-S-T intermediates and then
condense only the D-peptidyl-S-T donor with the downstream
aminoacyl-S-T cceptor.66
3.2.1.2. Condensation Domains with Heterocyclization
ActiVity. In addition to the LCL and DCL domains noted above,
additional C domain variants exist that catalyze amide bond
formation with Cys, Ser, or Thr as the downstream acceptor.
These domai s then catalyze addition of the side chain thiol
(Cys) or hyd xyl (Ser, T r) to form a five-m mbered cyclic
adduct, followed by dehydra to yield thiazoline or
ox zoline i gs, respectively67 (Figure 26a). This subset of
C domains are ter ed Cy (c clization) domain for their
cyclodehydration activity. The net formation of a five-
membered heterocycle radically alters the covalent con-
nectivity of the growing peptidyl chain. Tandem Cy domain-
containing modules are found in the yersiniabactin12 and
bleomycin synthases,10 leading to the formation of a thia-
zoli -thiazolidine moiety in the former and a bithiazole
substitu nt in the latter (Figure 26b).
3.2.1.3. Additional Domains in NRPS Modules. Several
other domains are found in certain NRPS modules, which
presumably resulted from gene splicing at permissive sites
to encode useful chemical transformations on the growing
peptidyl chain. One such domain, termed oxidase (Ox), is
found in modules from the bleomycin and epothilone
synthases that contain Cy domains and is involved in
oxidation of the thiazoline ring to a thiazole (Cy-A-T-Ox)
(Figure 26c). This oxidative conversion of the hydrolytically
labile dihydroheterocyclic thiazoline to the heteroaromatic
Figure 23. Activities of the A and C domains. (A) The A domain
catalyzes the adenylation of the amino acid to be incorporated and
its subsequent acylation to the downstream T domain. (B) The C
domain catalyzes C-N bond formation between t e elect ophilic
upstream peptidyl-S-T1 and the nucleophilic downstream aminoacyl-
S-T2.
Figure 24. Proposed chain termination during safracin57 biosynthesis. A C-terminal reductase (Re) domain likely catalyzes concomitant
aldehyde formation and chain release.
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condense only the D-peptidyl-S-T donor with the downstream
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ActiVity. In additio to the LCL and DCL domains noted above,
additional C domain variants exist that catalyze amide bond
formation with Cys, S r, or Thr as the downstream acceptor.
h e domains then catalyze ddi on of the side chai t iol
(Cys) or hydroxyl (Ser, Thr) to form a five-membered cyclic
adduct, followed by dehydration to yield thiazoline or
oxazoline ri gs, respectively67 (Figure 26a). This subset of
C domains are termed Cy (cyclization) domain for their
cyclodehydration activity. The net formation of a five-
membered heterocycle radically alters the cov lent con-
nectivity f the growing peptidyl chain. Tandem Cy domain-
containing modules are found in the yersiniabactin12 and
bleomycin synthases,10 leading to the forma io of a thia-
zoline-thiazolidine moiety in the f rmer and a bithiazole
substituent in the latter (Figure 26b).
3.2.1.3. Additional Domains in NRPS Modules. Several
other domains are found in certain NRPS modules, which
presumably resulted from gene splicing at permissive sites
t encode useful chemical transformations on the growing
pe tidyl chain. One such domain, termed oxidase (Ox), is
found in modules from the bleomycin and epothilone
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respectively. Such incomplete !-carbon processing by Type
I PKSs creates the diverse chemical functionality and
chemical reactivity for further elaboration of the scaffold.
The chemical diversity enabled by accumulation of
polyketoacyl chains during elongation cyclessresulting from
the absence of !-carbon processingsis particularly notable
in Type II PKS machinery in which iterative action of core
KS-AT-T subunits generates the polyketone chains for which
this class of natural products is named. These highly reactive
functionalities undergo enzyme-directed carbonyl chemistry
as schematized for the antibiotic tetracycline and the
antitumor agent doxorubicin ( i 0). The fate of the
polyketoacyl thioester chains is no doubt controlled at sever l
stages: by the conformation of the bound polyketone chain
in enzyme active sites surrounding the polyketoacyl-S-T, by
cyclase enzymes that control regioselectivity of cyclization,
and by prior regioselective reduction of one of the ketone
groups in the nascent polyketoacyl-S-T intermediate.47,48
A few polyketide scaffolds generated by Type I PKSs
have !-branched groups, such as jamaicamide.49 The corre-
Figure 15. Activities of the AT and KS domains. (A) The AT domain selects the acyl-CoA monomer to be incorporated and catalyzes its
transthiolation to the downstream T domain via an acyl-O-enzyme intermediate. (B) The KS d main catalyzes C-C bond formation between
the upstream (transiently KS-bound) acyl thioester and the downstream carbanionic acyl acceptor resulting from decarboxylation of (methyl)-
malonyl-S-T.
Figure 16. Regiochemistry of chain elongation in Type I and II PKS systems. (A) In Type I PKSs, each conde sati n results in the
addition of two or three carbons to the nascent chain, which is simultaneously transferred from one T domain to the next. (B) In Type II
PKSs, each condensation results in the addition of two or three carbons to the nascent chain, which remains tethered to the same T domain.
CLF ) chain length factor.
Figure 17. !-Carbon processing in PKSs. The !-ketoacyl-S-T condensation product is reduced by the ketoreductase (KR) domain to form
!-hydroxyacyl-S-T, subsequent dehydration by the dehydratase (DH) domain yields an R,!-enoyl-S-T, and reduction of this species by the
enoyl reductase (ER) domain gives the fully saturated acyl-S-T.
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In some instance , the firs module has a three-domain C-A-T
organization; these oft n occur in assembly li es that make
N-acylated pepti es, such as plipastatin.27 The first C domain
has been shown in o e ase to catalyz N-ac l tion of he
initiat g mi o ac d while it is ins lled o T1.54
Like Typ I PKSs, the termi tio modules f NRPS
assembly lines usually have a C-A-T-TE organization.21 In
analogy to PKS TE domains, NRPS TE domains can be
hydrolytic r cyclizing45,55 (Figure 18). An alternative, TE-
indepe nt route of chain release is reducta -catalyzed
thioester reduction to yield an aldehyde, exemplified in
myxochelin biosynthesis56 and generation of the tetrap ptidyl
al ehyde precursor of s fracin57 (Figure 24).
3.2.1. NRPS Assembly Lines: Optional Domains
3.2.1.1. Epimerization and Con nsation Domai s with
DCL Chirality. A pervasive feature of NRPs is the abundance
of D-amino acid residues in their peptide scaffolds. Since
D-amino acids (especially nonproteinogenic D-amino acids)
are l rgely absent in microbial producer cells, L- to D-
pimerization machinery is required for their production.58
Occ sionally, a separate racema e is encoded in the biosyn-
th tic gene clu er, such as the alanin race ase that prov des
monomeric D-Ala for the first module of th cycl sporine
synthetase.59
In contrast, the preponderant organization in NRPS as-
sembly lines from Gram-positive bacteria inv lves a 50 kDa
pimerization (E) domain in thos modules where L-amino
acid m n m rs are to be incorporate and epimeriz d60
(Figure 25a). The domain organization in su h modules is
Cn-An-Tn-En. The Cn+1 domainsi mediately d wnstream of
the En domainsis specific for the D-peptidyl-S-T donor.61
Such C domains have been designated DCL domains, for
D-donor and L-acceptor. This le ds to the expectation that
ll C domains adjacent to (and downstream of) E domains
make D-,L-peptide linkages.62 Some nonribosomal peptides,
such as chloroeremomycin, contain D-,D-dipeptidyl moieties
that are formed by tandem CATE-CATE modules.5 This
dimodule otif likely forms a D-,L-peptide bond and then
epimerizes it to a D-,D-peptide linkage before chain transfer
to the next module.
A variant of the En-DCL(n+1) organization has been eluci-
dated in assembly lines for arthrofactin,63 syringomycin,64
and syringopepti 65 from Gram-negative Pseudomonas spp.
(Figure 25b). These “dual-function” C domains are DCL in
their chir l specificity; they first generate an equilibrating
mix of L-peptidyl and D-p pti yl S-T intermediates and t en
condense l th D-peptidyl S-T donor with the downs r am
a inoacyl-S-T acceptor.66
3.2.1.2. Condensati Domai s with Heterocyclizati n
ActiVity. In additio to t e LCL and DCL domains noted above,
addition l C d ain variants exist that catalyze amide ond
or atio w th Cys, Ser, or Thr as the downstr a ac eptor.
The e dom ins then catalyze addition of the s de chain thiol
(Cys) or hy roxyl (Ser, Thr) to form a five- embered c clic
add ct, followe by d hydration to y eld thiazo ine or
oxazoline ri gs, r spectively67 (F gure 26a). This subset of
C domains are termed Cy (cyclization) domai for their
c clodeh dration activity. The net formation of five-
membered heterocycle radically alters the covalent c n-
nectivity of the growing peptidyl chain. Tandem Cy domain-
contai ing modules are found in the yersiniabactin12 and
bleomycin synt ases,10 leading t the formation of a thia-
zoline-th azolidine moiety in the form r and bithiazole
substituent in the latter (Figure 26b).
3.2.1.3. Additional Domains in NRPS Modules. Several
other domains are fou d in certain NRPS modules, which
presumably resulted from gene splicing at permissive sites
to encode useful che ical transformations on the growing
peptidyl chain. One such domain, termed oxidase (Ox), is
found in modules from the bleomycin and epothilone
synthase that contain Cy domai s and is involved in
oxidation o the thiazoline ring to a thiazol (Cy-A-T-Ox)
(Figure 26c). This oxidative conver ion f the hydrolytically
labile dihydr h terocy lic thiazoli e to the heteroaromatic
Figure 23. Activities of th A and C domains. (A) The domain
catalyzes the adenylatio of the amino acid to be inc rporated and
its subsequent acylation to the d wnstream T do ain. (B) The C
domain cat lyzes C-N bond formation between the lec rophili
upstream peptidyl-S-T1 and the nucleophilic downstrea aminoacyl-
S-T2.
Figure 24. Proposed chain termination during safracin57 biosynthesis. A C-terminal reductase (Re) domain likely catalyzes concomitant
aldehyde formation and chain release.
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In some instances, the first module has a three-domain C-A-T
organ za ion; these often occur in assembly lines that m ke
N-acylated peptides, such as plipastatin.27 The firs C domain
h s been shown in one case to catalyze N-acylation of the
init ating a ino acid while it is installed on T1.54
Like Type I PKSs, th termi ation module f NRPS
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analogy to PKS TE omains, NRPS TE domains can be
hydrolytic or cycl zing45,55 (Figure 18). A alternative, TE-
independent route of chai release is reductase- atalyzed
t ioester reduction to yield an aldehyde, exemplifie in
myxochelin bios thesis56 and ge ration of the t trapeptidyl
ld hyde precursor of safracin57 (Figure 24).
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are largely bsent in microbial producer ells, L- to D-
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Occasionally, a s parate racemase is encoded in the biosyn-
thetic g ne cluster, such as the alanine racemase that provides
monomeric D-Ala for th first module of the yclosp ri e
s nthetase.59
In contrast, the prep d rant organization in NRPS as-
se bly lines from Gram-positive bact ria involves a 50 kDa
epimerizati n (E) omain in those odules where L-amino
ac d monomers are to be incorporated and p m rized60
(Figure 25a). The domain organizatio in such modules is
Cn-An-Tn-En. The Cn+1 domainsimmediately downstream of
the En domainsis specific for the D-peptidyl-S-T donor.61
Such C domains have been designated DCL domains, for
D-donor and L-acceptor. This leads to the expectation that
all C omains adjacent to (and downstream of) E domains
make D-,L-peptide linkages.62 Some nonribosomal peptides,
such as chloroeremomycin, contain D-,D-dipeptidyl moieties
that are formed by tandem CATE-CATE modules.5 This
dimodule motif likely forms a D-,L-peptide bond and then
epimerizes it to a D-,D-peptide linkage before chain transfer
to the next m dule.
A variant of the En-DCL(n+1) orga ization h s been eluci-
dated in assembly lines for arthrofactin,63 syring mycin,64
and syringopepti 65 from Gram-negative Pseu o onas spp.
(Figure 25b). Thes “dual-function” C domains re DCL in
their chiral specificity; they first generate an equilibrating
mix of L-peptidyl and D-pep idyl-S-T intermedi t s and then
condense only the D-peptidyl-S-T donor with the downstream
aminoacyl-S-T acceptor.66
3.2.1.2. Condensation Domains with Heterocyclization
ActiVity. In addition to the LCL and DCL domains noted above,
additional C domain variants exist that catalyze amide bond
formation with Cys, Ser, or Thr as the downstream acceptor.
These domains then catalyze addition of the side chain thiol
(Cys) or hy roxyl (Ser, Thr) to form a five-membered cyclic
adduct, followed by dehydration to yield thiazoline or
azoline rings, respectively67 (Figure 26a). This subs t of
C domains are termed Cy (cyclization) domain fo the r
cyclodehydration activity. T e net fo ma ion of a five-
membered het rocycle radically alters the covalent con-
nectivity of the growing peptidyl chain. Tandem Cy domain-
c ntaining modul s r found in the yersiniabactin12 and
bleomycin synthases,10 leading to the formation of a thia-
zoline-thiazolidin moiety i the former and a bithiazole
substituent in the latter (Figure 26b).
3.2.1.3. Additional Domains in NRPS Modules. Several
other domains are found in certain NRPS modules, which
presumably resulted fro gene splicing at permissive sites
to encode us ful chemical transformations on the growing
peptidyl chain. One such domain, termed oxidase (Ox), is
found in modules from the bleomycin and epothilone
synthases that contain Cy domains and is involved in
oxidation of the thiazoline ring to a thiazole (Cy-A-T-Ox)
(Figure 26c). This oxidative c nversion of the h drolytically
labile dihydroheterocyclic thiazoline to the heteroaromatic
Figure 23. Activities of the A and C domains. (A) The A domain
catalyzes the aden lation of the amino acid to be incorporated and
its subsequ nt acy ation to the downstream T domain. (B) The C
domain catalyzes C-N bond for ation between the electrophilic
upstream peptidyl-S-T1 and the nucleophilic downstream aminoacyl-
S-T2.
Figure 24. Proposed chain termination during safracin57 biosynthesis. A C-terminal reductase (Re) domain likely catalyzes concomitant
aldehyde formation and chain release.
3480 Chemical R views, 2006, Vol. 106, No. 8 Fischba h and Walsh
C
A
T2T1
Cas des PKS Cas des NRPS
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b. Synthèse et export des sidérophores de E. coli Nissle 
 Les principales étapes de la captation du fer par E. coli sont les mêmes pour 
les quatre sidérophores de E. coli Nissle (Figure 11). Il s'agit de (65) : 
 
 1) la biosynthèse du sidérophore 
 2) l'export du sidérophore hors de la bactérie. Le sidérophore qui a une très 
forte affinité pour le fer ferrique (Fe3+) va former un complexe ferri-sidérophore 
 3) la reconnaissance des complexes ferri-sidérophores par des récepteurs de 
la membrane externe de la bactérie 
 4) l'internalisation des complexes ferri-sidérophores  
 5) la libération du fer dans le cytoplasme  
 
 
Figure 11 : Principales étapes de la captation du fer par les sidérophores. 
D'après Martin P. et al. (65) 
 
 Les composants assurant ces différentes fonctions sont codés par des gènes 
organisés en « clusters » (Figure 12).  
 
 Nous détaillerons davantage la biosynthèse de l'entérobactine et des 
salmochélines, car les sidérophores-microcines produites par E. coli Nissle qui feront 
l'objet de la deuxième partie de cette synthèse bibliographique comportent un 
groupement glycosylé dérivé de l'entérobactine. 
(20–22). Extraintestinal pathogenic E. coli (ExPEC), which
mainly belong to the B2 group, and which display enhanced
ability to cause infection outside the intestinal tract, carry spe-
cific genetic determinants that are clustered on different path-
ogenicity islands (23). These virulence factors associated with
extraintestinal infections are nonrandomly distributed, and
strains of the E. coli phylogenetic group B2 harbor the greatest
frequency and diversity of virulence traits (24,25).
E. coli synthesizes up to four types of siderophores: entero-
bactin, salmochelins (that are glycosylated forms of enterobac-
tin), yersiniabactin and aerobactin (Fig. 3; (26)). If all E. coli
strains produce at least one siderophore, that is, enterobactin,
the analysis of the repertoire of siderophores displayed by E.
coli reference strains revealed that B2 strains cluster the high-
est number of distinct siderophores (Fig. 4; (27)).
Each siderophore has specific affinity for iron: the range of
siderophore association constant for Fe31 lies between 1012
and 1052 (33). Siderophores may be differentially regulated to
provide different advantages, potentially allowing ExPEC to
adapt to different environmental conditions or to overcome
host innate immunity (8,34–36).
Enterobactin, salmochelins and yersiniabactin are nonribo-
somal peptides (NRP) or PK (polyketide)-NRP hybrids (37). Their
biosynthesis requires a 4’-phosphopantetheinyl transferase
(PPTase). PPTases activate polyketide synthases (PKSs) and
nonribosomal peptide synthetases (NRPSs) by catalyzing the
transfer of a phosphopantetheinyl (P-pant) moiety from coen-
zyme A to conserved serine residues on PKSs and NRPSs (38).
This results in the conversion of inactive apo-synthases to active
holo-synthases. In E. coli, the EntD PPTase is involved in the
synthesis of enterobactin and salmochelins (35). The other side-
rophore necessitating a PPTase is yersiniabactin. This sidero-
phore is encoded by the high-pathogenicity island (HPI) that
was acquired through horizontal transfers (39). The HPI core
region was detected in more than 70% of ExPEC isolated from
blood cultures, urine samples and cerebrospinal fluid (40).
While yersiniabactin production in Yersinia requires the YbtD
PPTase encoded outside the HPI (41), no gene homologous to
ybtD has been identified in the genome of E. coli strains produc-
ing yersiniabactin. We showed that the PPTase committed to
the synthesis of yersiniabactin in E. coli was EntD (27).
Siderophore-dependent iron uptake. Bacteria rely on
high-affinity surface receptor proteins (green) that
bind iron-loaded siderophores. In E. coli and many
other Gram-negative bacteria, ABC transporters asso-
ciated with periplasmic binding proteins import ferri-
siderophores across cytoplasmic membranes. In
some siderophore pathways, this step can also be
carried out by proton-motive force-dependent perme-
ases (15). Periplasmic-binding proteins (blue) and
ATP-driven transporters (yellow) that ar in the cyto-
plasmic membrane are used to ensure further trans-
port into the cell.
Structure of the siderophores synthesized by E. coli(according to 26).
FIG 2
FIG 3
Martin et al. 3
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Figure 12 : « Clusters » de gènes permettant la production des quatre 
sidérophores de E. coli Nissle. 
Les « clusters » permettant la synthèse de l'entérobactine, des salmochélines, de la 
yersiniabactine et de l'aérobactine sont représentés de haut en bas. Les gènes permettant la 
biosynthèse des sidérophores sont figurés en noir, leur export en bleu, leur recapture en jaune, 
leur internalisation dans le cytoplasme en rouge et leur dégradation en gris.  
D'après Garénaux A. et al. (69) 
 
 
 
• L'entérobactine 
 La biosynthèse de l'entérobactine comporte deux partie distinctes. La première 
consiste en la synthèse d'un précurseur, le chorismate par la voie des shikimates. 
Cette voie de biosynthèse est principalement impliquée dans la synthèse des acides 
aminés aromatiques. Par conséquent, la tyrosine, la phénylalanine et le tryptophane 
inhibent la production du chorismate et par la même de l'entérobactine.  
 
 A partir du chorismate, les enzymes EntC, EntB et EntA forment le 
2,3-dihydroxybenzoate. Ce composé et l'acide aminé sérine sont ensuite pris en 
charge par un complexe de type NRPS regroupant EntB, EntE et EntF qui produit 
l'entérobactine, correspondant à un triester de 2,3-dihydroxybenzoyl sérine (DHBS). 
L'activation préalable des domaines T est réalisée par la PPTase EntD (69,70). 
L'entérobactine est finalement exportée hors de la bactérie par la protéine d'export 
EntS de la famille des « major facilitator superfamily » (MFS) couplée à la protéine de 
membrane externe TolC (69,71). 
1990). This step also requires the phosphopantetheinyl-
transferase EntD to activate the thiolation domains of the
NRPS systems and allow 2,3-DHB to bind to the assembly
complex (Frueh et al., 2008; Gehring et al., 1997, 1998).
2.1.2. Salmochelins
Salmochelin molecules were first discovered in Salmo-
nella enterica (Hantke et al., 2003). The IroA locus
responsible for salmochelin production was first identified
in Salmonella spp. (Baumler et al., 1996). This locus
comprises two convergent regions (Fig. 3). One region
contains the iroBCDE genes and the other contains the iroN
gene, encoding the salmochelin receptor (Baumler et al.,
1998). This locus can be found in many Enterobacteriaceae,
including Salmonella spp., some strains of E. coli, Klebsiella
pneumoniae and Shigella dysenteriae (Bachman et al., 2009;
Baumler et al., 1998; Chen et al., 2004; Johnson et al., 2000;
Yang et al., 2005). Salmochelins are glycosylated forms of
enterobactin (Fischbach et al., 2005). The IroB glycosyl-
transferase transfers glucosyl groups from uridine-50-
diphosphoglucose to C5 residues of enterobactin 2,3-DHB
(Fischbach et al., 2005), generating three types of cyclic
salmochelins: monoglucosyl-C-enterobactin (MGE), diglu-
cosyl-C-enterobactin (DGE) and triglucosyl-C-enterobactin
Fig. 2. Model of different systems contributing to siderophore-mediated iron uptake in E. coli. Specific systems involved in the synthesis, export, reception,
internalization and processing of siderophores are indicated. Proteins involved in synthesis of each of the four siderophore types: enterobactin,
salmochelins, yersiniabactin and aerobactin are indicated in yellow rectangles. Integral membrane exporters are indicated in dark blue. Outer membrane
receptors are indicated in light green and are associated with the TonBExbDB complex required for energy transduction and subsequent internalization of
siderophores into the periplasmic space. ATP-binding cassette (ABC) transporters are shown at the inner membrane, with periplasmic binding proteins
adjacent to the corresponding systems. Esterases involved in degradation of catecholates for release of iron from enterobactin/salmochelins are shown as
cytoplasmic enzymes in the cytoplasmic space. Question marks indicate predicted steps where the mechanisms remain to be determined. (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)
Fig. 3. Gene clusters encoding products required for the biosynthesis (black arrows), export (blue arrows), reception (yellow arrows), import (brown
arrows) and degradation (grey arrows) of siderophores. Thin black arrows indicate promoters containing a Fur box. (For interpretation of the references to
colour in this figure leg nd, th  reader is referred to the web version of the article.)
A. Gare´naux et al. / Veterinary Microbiology 153  (2011) 89–9892
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• Les salmochélines 
 Le système génétique impliqué dans la synthèse et le transport des 
salmochélines est regroupé en un « cluster » nommé locus iroA. Les salmochélines 
sont un mélange de dérivés de l'entérobactine qui ont été glycosylés sur un, deux ou 
trois de leurs groupements DHBS. La glucosyltransférase IroB réalise ces transferts 
de résidus glucose à partir de l'uracile-diphosphate-glucose (64).  
 L'action des estérases IroD et IroE produit des formes linéarisées à partir des 
salmochélines cycliques. Les salmochélines di- et tri-glycosylées devenues trop 
volumineuses pour la protéine d'export de l'entérobactine EntS sont exportées par la 
protéine de transport spécifique IroC de la famille des ABC couplée à la protéine TolC. 
En revanche, les salmochélines mono-glycosylées sont extrudées par EntS (64,69,70). 
 
• La yersiniabactine et l'aérobactine 
 La yersiniabactine est, comme l'entérobactine, formée à partir du chorismate. 
La deuxième partie de sa biosynthèse fait appel à une machinerie mixte PKS et NRPS. 
L'aérobactine est produite à partir de L-lysine et d'acétyl-coenzyme A par une voie 
indépendante des PKS-NRPS. Le méchanisme d'export de la yersiniabactine et de 
l'aérobactine hors de la bactérie n'est pas élucidé. Le gène ybtX codant une perméase 
est possiblement impliqué dans l'export de la yersiniabactine (69,70). 
 
c.  Recapture des sidérophores 
 Une fois complexés au fer, les quatre types de sidérophores synthétisés par 
E. coli Nissle sont reconnus et internalisés par des systèmes différents, qui suivent 
néanmoins un processus similaire. Le sidérophore est reconnu à la surface de la 
bactérie puis transféré dans le périplasme où il est pris en charge par une protéine 
périplasmique. Cette dernière transporte le sidérophore vers un complexe protéique 
formant un transporteur de type « ATP binding-cassette » (ABC) dans la membrane 
interne, ce qui permet au sidérophore d'être importé dans le cytoplasme. Pour la 
yersiniabactine, le rôle d'une protéine périplasmique est encore discuté (Figure 13) 
(69,70).    
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Figure 13 : Import des quatre types de sidérophores complexés au fer chez 
E. coli Nissle. 
Modifié d'après Garénaux A. et al. (69) 
 
 
 Les récepteurs de la membrane externe reconnaissant les sidérophores 
diffèrent selon le sidérophore (Figure 13) : l'entérobactine est reconnue par FepA et 
IroN, les salmochélines par IroN, la yersiniabactine par FyuA et l'aérobactine par IutA 
(69–71). Par ailleurs, un produit de dégradation de l'entérobactine, la DHBS peut en 
condition de carence en fer jouer le rôle de sidérophore. Elle est reconnue par FepA, 
IroN, Fiu ou Cir (72).  
 Quel que soit le type de sidérophore, tous ces récepteurs dépendent du 
système TonB/ExbB/ExbD. Ce complexe protéique enchâssé dans la membrane 
interne transfère l'énergie de la force protomotrice de la membrane interne vers la 
membrane externe. Cela apporte aux récepteurs des sidérophores situés dans la 
membrane externe l'énergie nécessaire à l'internalisation des sidérophores couplés 
au fer dans le périplasme (71). 
 Une fois dans le cytoplasme, le fer est libéré du sidérophore par l'action de 
réductases qui transforment le fer ferrique lié au sidérophore en fer ferreux libre ou 
chélaté par d'autres protéines bactériennes. Ce mécanisme suffit à la libération de 
l'aérobactine et probablement de la yersiniabactine, même si la libération du fer de ce 
dernier sidérophore n'a pas été totalement élucidée (69,70).  
IroNFepA FyuA IutACir Fiu
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FepD
FepG
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 A l'inverse, la libération du fer depuis le complexe ferri-entérobactine nécessite 
l'action d'une estérase Fes donnant naissance à la DHBS. De même, les complexes 
ferri-salmochélines sont dégradés par l'estérase cytoplasmique IroD et l'hydrolase 
périplasmique IroE pour permettre la libération du fer. L'estérase IroD peut également 
agir sur les complexes ferri-entérobactines (64,70,73). 
 
d. Rôles des sidérophores dans la colonisation et la virulence 
 L'entérobactine est le sidérophore le plus communément produit par les 
souches de E. coli qu'elles soient pathogènes ou non. C'est également le sidérophore 
avec l'affinité la plus forte pour le fer jamais décrite (64,70). Il s'agit donc d'un facteur 
permettant à la souche productrice de survivre en conditions de carences en fer. 
 Cependant, en cas d'inflammation aiguë, les mammifères produisent de la 
lipocaline-2 qui complexe l'entérobactine, empêchant ainsi la recapture par les 
récepteurs FepA des bactéries. La production de lipocaline-2 est également induite 
par les TLR-4 activés notamment par le lipopolysaccharide (64,70,74). En résumé, en 
situation d'infection bactérienne, l'organisme accroît la carence en fer par des 
mécanismes non spécifiques (augmentation de la production ferritine par exemple) et 
spécifiques qui rendent inefficace l'acquisition du fer par l'entérobactine (synthèse de 
lipocaline-2).  
 
 La modification de l'entérobactine en salmochélines liée à la glycosylation par 
IroB permet d'échapper à la séquestration par la lipocaline-2. Le locus iroA permettant 
la production de salmochélines est porté par des plasmides de virulence ou intégré 
dans le chromosome (69).  
 Il a été montré dans un modèle d'infection de souris que la production de 
salmochélines était un facteur de virulence en soi. En effet, alors que 80% de souris 
survivent à une injection intrapéritonéale de le souche E. coli H9049 non pathogène, 
seulement 10% survivent à une injection de la même souche possédant un plasmide 
portant iroA (74). Fischbach M. et al. décrivent cette stratégie d'évasion à un 
mécanisme de l'immunité innée comme unique, car la bactérie acquiert un système 
métabolique complet de synthèse, d'export et de dégradation pour préserver l'efficacité 
de son système initial de captation du fer. La complexité du système mis en œuvre 
pour contrecarrer la séquestration par la lipocaline-2 atteste de l'importance du 
système de captation par l'entérobactine pour la bactérie (64,74). 
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 La yersiniabactine est synthétisée principalement par les souches ExPEC. Les 
gènes permettant la production de yersiniabactine ont ainsi été retrouvés dans plus de 
70 % des souches de E. coli isolées d'hémocultures, de liquides céphalo-rachidiens et 
d'urines. (75).  
 Au-delà de son simple rôle dans l'acquisition du fer pour la survie de la bactérie, 
le récepteur FyuA de la yersiniabactine est nécessaire pour la formation de biofilm par 
les souches uropathogènes de E. coli (UPEC) (76). Par ailleurs, la yersiniabactine peut 
également chélater le cuivre, ce qui constitue un mécanisme de résistance à la 
dégradation par les cellules phagocytaires. En effet, un des systèmes bactéricides 
utilisés par ces cellules pour dégrader une bactérie est d'élever la concentration en 
cuivre à un niveau toxique à l'intérieur du phagosome. En plus de constituer un 
mécanisme de résistance au système immunitaire, la chélation de cuivre par la 
yersiniabactine peut constituer un apport « nutritionnel » supplémentaire pour la 
bactérie, car le cuivre est cofacteur de nombreuses réactions enzymatiques (77). 
 
 L'aérobactine est décrite comme un facteur de virulence, car elle est davantage 
produite par les souches de E. coli pathogènes (environ 75 % des souches de 
pyélonéphrites, 70 % des souches de bactériémies) que par les isolats fécaux (environ 
35 %) (78). De plus, la virulence d'une souche de E. coli pathogène aviaire est 
diminuée en cas d'inactivation du système de production ou de recapture de 
l'aérobactine dans des modèles d'infections de poulets (69,79).  
 
 Pouvoir, comme E. coli Nissle capter le fer via quatre types de sidérophores est 
une capacité rare, et davantage retrouvée chez des souches pathogènes et en 
particulier uropathogènes. L'efficacité de ces différents sidérophores dépend des 
conditions environnementales dans lesquelles est placée la souche. Ainsi, les 
salmochélines et la yersiniabactine sont surtout produites en conditions de pH neutre 
ou alcalin, alors que la synthèse d'aérobactine est maximale à pH plus acide (pH 5,6). 
D'ailleurs, les sidérophores de type hydroxamates sont plus stables à pH acide que 
les catécholates (80). Grâce à ces quatre types de sidérophores, E. coli Nissle s'assure 
donc une captation de fer optimale dans des niches écologiques variées.  
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 Au-delà de leur rôle dans cette « sécurité nutritionnelle », les sidérophores 
peuvent aussi être des facteurs de virulence permettant d'entrer en compétition avec 
d'autres bactéries au sein d'une niche écologique. En effet, l'entérobactine est un 
constituant des sidérophores-microcines, peptides antimicrobiens produit notamment 
par E. coli Nissle, sur lesquels nous reviendrons lors de la deuxième partie de cette 
synthèse bibliographique. 
 
 
 
IV. Comparaison avec les souches phylogénétiquement proches 
ABU83972 et CFT073 
 Dans le paragraphe précédent consacré aux déterminants de l'activité 
probiotique de E. coli Nissle, nous avons à plusieurs reprises mentionné le partage de 
facteurs de virulence avec des souches uropathogènes (ex : fimbriae F1C, production 
de quatre types de sidérophores). Des analyses génétiques ont montré que E. coli 
Nissle est très proche des souches urinaires de E. coli ABU83972 et CFT073 
(49,81,82). Toutes appartiennent au sérogroupe O6 et au « sequence type » (ST) 73. 
 
 E. coli ABU83972 est une souche de bactériurie asymptomatique isolée des 
urines d'une fillette qui l'a porté de façon asymptomatique pendant 3 ans. Son 
utilisation « probiotique » pour prévenir les infections urinaires a été envisagée. A 
l'inverse, la souche pathogène E. coli CFT073 est issue d'un prélèvement sanguin 
d'une femme présentant une pyélonéphrite aiguë (81). La proximité avec la souche 
E. coli CFT073 pose la question de l'innocuité de l'utilisation de E. coli Nissle comme 
probiotique. En parallèle, la proximité avec E. coli ABU83972 permet de mieux 
comprendre les mécanismes de l'activité probiotique de E. coli Nissle. C'est pourquoi 
nous consacrons ce paragraphe à la synthèse des travaux ayant étudié les similarités 
et différences entre les génomes de ces trois souches. 
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1. Un lien de parenté avec les souches ABU83972 et CFT073 
 La comparaison de la taille des génomes de la souche de E. coli K12 MG1655 
et des souches Nissle et CFT073 a révélé que le chromosome de E. coli Nissle 
possédait 0,74 millions de paires de bases (Mb) de plus que MG1655 (5,44 Mb contre 
4,7 Mb) mais seulement 0,21 Mb de plus que CFT073 (5,23 Mb) et 0,13 Mb de plus 
que ABU83972 (5,31 Mb) (20). De plus, l'utilisation de puces à ADN spécifiques du 
génome de E. coli K12 a révélé que les souches E. coli Nissle et CFT073 ont le même 
contenu en génome spécifique de E. coli K12. Ainsi, ces souches MG1655, ABU83972, 
CFT073 et Nissle partagent un pool de gènes communs, mais les génomes de E. coli 
CFT073, ABU83972 et Nissle sont plus grands du fait de l'acquisition de régions 
génomiques par transfert horizontal (49).  
 
 La souche MG1655 appartient au phylogroupe A, alors que les souches 
CFT073, ABU83972 et Nissle appartiennent au phylogroupe B2, de même que la 
plupart des souches ExPEC. Les souches du phylogroupe B2 sont décrites comme 
renfermant le plus grand nombre de facteurs de virulence, généralement acquis par 
transfert horizontal (5,83). Les gènes de ces facteurs de virulence sont, pour beaucoup, 
portés par des îlots de pathogénicité aussi appelés îlots génomiques.  
 
 Les îlots génomiques sont définis comme des blocs de gènes codant des 
facteurs de virulence qui sont absents des souches commensales. Ils possèdent un 
contenu en bases G+C différent du reste du chromosome de la souche, ce qui suggère 
une origine étrangère. Ils renferment des éléments de mobilité comme des séquences 
d'insertion ou des gènes codant des intégrases suggérant des événements de 
recombinaison et de transposition. Enfin, les îlots de pathogénicité sont insérés dans 
le génome à proximité de gènes d'acides ribonucléiques (ARN) de transfert (ARNt) qui 
sont des sites privilégiés d'insertion d'éléments génétiques mobiles (83).  
 44 
 
Figure 14 : Carte schématique du génome de E. coli Nissle. 
Les cinq îlots génomiques (GEI) sont représentés, ainsi que leurs sites d'insertion avec les 
gènes d'ARNt correspondants. D'après Sonnenborn U. et Schulze J. (8) 
 
 
 E. coli Nissle possède cinq îlots génomiques (Figure 14) (8,49) 
• L'îlot génomique I, au locus serX porte les gènes permettant la synthèse des 
sidérophores microcines H47 et M (voir 2e partie de cette synthèse bibliographique) 
et des fimbriae F1C (foc), ainsi que le locus iroA.  
• L'îlot génomique II, au locus pheV porte notamment les gènes permettant la 
production et la recapture de l'aérobactine (iuc) et la synthèse de la capsule (kps) 
• L'îlot génomique III, au locus argW porte les gènes codant la synthèse d'un 
autotransporteur de type Sap. 
• L'îlot génomique IV, au locus asnT porte les gènes permettant la production et 
la recapture de la yersiniabactine. En raison de la fréquence à laquelle il est retrouvé 
parmi les souches de E. coli pathogènes, cet îlot est également appelé HPI pour « high 
pathogenicity-island » 
• L'îlot génomique V, au locus asnW est également appelé îlot pks. Il porte les 
gènes responsables de la synthèse de la colibactine qui fera l'objet de la 3e partie de 
cette synthèse bibliographique. 
128 U. Sonnenborn et al.
potential integration sites for DNA sequences (GEIs) 
obtained by horizontal gene transfer during evolu-
tion; (2) DNA sequence analysis of the detected 
genomic islands; and (3) comparison of the EcN 
genome with those of other E. coli strains by DNA–
DNA hybridization (56). PCR-based screening of 
324 pathogenic and non-pathogenic E. coli strains of 
different origin revealed distinct chromosomal regions 
occurring in non-pathogenic E. coli and in intestinal 
and extraintestinal pathogenic E. coli as well. In EcN, 
fi ve large genomic islands and some smaller genomic 
islets have been detected so far, carrying gene clusters 
for different known fi tness factors of this special 
E. coli strain (Figure 3). These insertions into the 
chromosome are thought to originate from horizontal 
gene transfer (56). In a dissertation by Schmidt, addi-
tional DNA sequences were found on the chromo-
some of the Nissle strain that also might have been 
acquired by horizontal gene transfer during the 
evolution of EcN (83). Comparison of the genome 
As far as its metabolic capacities are concerned, EcN 
is a typical E. coli strain, with the exception that it is 
capable of metabolizing arginine (Table IV). This prop-
erty is seen in just about 7% of all E. coli isolates.
Gas chromatographic analysis of spent culture 
supernatants (82) has revealed that EcN produces 
short-chain fatty acids as end products of carbohy-
drate metabolism under aerobic and anaerobic 
growth conditions as well. These are mainly acetic 
acid and formic acid, as well as minor amounts 
of propionic and butyric acid (G. Sollorz and 
U. Sonnenborn, unpublished results).
Molecular genetic properties
Genome structure
The genome structure of E. coli Nissle 1917 has been 
elucidated by three different approaches: (1) DNA 
sequence analysis of the gene loci for tRNA genes as 
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Figure 3. Functional genomic map of E. coli Nissle 1917 (EcN) (56,80). Five large genetic islands (GEI I to GEI V) and some smaller 
genetic islets coding for different so-called ‘fi tness factors’ are in erted at disti ct sites (mainly next to tRNA-encodi g sequences) into 
the chromosome of the EcN strain. The bars on the chromosome circle mark the positions of tRNA genes (in gray: tRNA genes with 
sequence contexts identical to those of the completely sequenced non-pathogenic E. coli K-12 strain MG1655; in black: tRNA genes with 
sequence contexts identical to the completely sequenced uropathogenic E. coli O6 strain CFT073). The following genes and gene clusters 
of the EcN strain have been identifi ed and sequenced: fi m encoding F1A fi mbriae (‘common type-1 fi mbriae’); csg encoding curli fi mbriae; 
mch/mcm encoding microcin H47 and microcin M synthesis; foc encoding F1C fi mbriae; iro/ybt/iuc encoding the siderophores salmochelin, 
yersiniabactin, and aerobactin; clb/pks (colibactin gene cluster) enc ding non-ribosomal p ptide synthetases, polyketide synthases and 
accessory proteins; sat encoding Sat protease; iha encoding Iha adhesion; sap encoding Sap-like autotransporter; kps encoding capsule 
synthesis; chu encodin  hemin iron uptake system; bcs encoding cellulos  biosynthesis; wa*/wb* encoding LPS bios nthesis.
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sequence contexts identical to the completely sequenced uropathogenic E. coli O6 strain CFT073). The following genes and gene clusters 
of the EcN strain have been identifi ed and sequenced: fi m encoding F1A fi mbriae (‘common type-1 fi mbriae’); csg encoding curli fi mbriae; 
mch/mcm encoding microcin H47 and microcin M synthesis; foc encoding F1C fi mbriae; iro/ybt/iuc encoding the siderophores salmochelin, 
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 Des études utilisant des sondes d'hybridation ADN, puis le séquençage complet 
des souches ont révélé que les souches de E. coli Nissle, ABU83972 et CFT073 
étaient génétiquement liées, Nissle étant plus proche de la souche pathogène CFT073 
que de ABU83972 (20,49,81). Sur les 5324 gènes prédits lors du séquençage complet 
de E. coli Nissle, seuls 190 (soit 3,6 %) sont absents des souches CFT073 et 
ABU83972 (20). Les cinq îlots génomiques identifiés pour E. coli Nissle sont présents 
pour les trois souches. Les îlots I, IV et V sont très conservés entre ces souches 
probiotiques ou pathogènes, ce qui tendrait à prouver qu'ils portent des déterminants 
de colonisation plutôt que des facteurs de virulence stricto sensu (81).  
 
 
2. E. coli Nissle, un pathogène « déconstruit » 
 Peu de différences génétiques séparent les souches probiotiques E. coli Nissle 
et ABU83972 de la souche pathogène CFT073. L'îlot génomique II est le support de 
plusieurs variations. Les gènes codant l'hémolysine a (hlyA) et les fimbriae P (pap) 
sont absents de E. coli Nissle. Ces gènes ont été décrits comme des facteurs de 
virulence, en particulier pour les UPEC. L'hémolysine a induit par exemple des 
dommages cellulaires, ce qui relargue des nutriments dont la bactérie peut profiter. 
Les fimbriae P et les adhésines Pap portées à leurs extrémités permettent d'adhérer 
à l'épithélium de l'arbre urinaire. L'allèle PapG2 porté par la souche CFT073 est lié au 
développement de pyélonéphrites (81).  
 
 Par ailleurs, alors que la souche CFT073 possède une capsule de type K2, les 
souches Nissle et ABU83972 ont une capsule K5 qui ne confère pas de résistance au 
sérum, mais exerce une action immunomodulatrice (voir paragraphe III 3 a) (49).  
 Des variations au niveau du lipopolysaccharide ont également été décelées. 
L'antigène O6 représente la chaîne polysaccharidique constituant la partie la plus 
externe du lipopolysaccharide. Cette chaîne est anormalement courte pour E. coli 
Nissle du fait d'une mutation ponctuelle introduisant un codon stop dans le gène codant 
la polymérase de l'antigène O6. Il en résulte un phénotype « semi-rugueux » lorsque 
la souche est cultivée sur milieu gélosé, alors que la souche CFT073 possédant un 
antigène O6 « complet » a un phénotype « lisse ». Cette spécificité du 
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lipopolysaccharide de la souche Nissle explique probablement en partie la moindre 
immunotoxicité de Nissle par rapport à CFT073 et son rôle immunomodulateur (81,84). 
 Parallèlement à cette perte de facteurs de virulence par rapport à la souche 
CFT073, E. coli Nissle et ABU83972 ont une capacité améliorée de formation de 
biofilm que ce soit en milieu minimal ou dans l'urine. E. coli Nissle produit davantage 
de curli et de cellulose que CFT073, ce qui peut être en partie lié à la perte du gène 
rcsA qui inhibe les gènes permettant la synthèse des curli csgAB (81). Ainsi, la perte 
de virulence est accompagnée chez E. coli Nissle et ABU83972 d'un gain dans la 
capacité de colonisation. 
 
 Si E. coli Nissle semble avoir divergé de CFT073 en perdant ou en atténuant 
certains facteurs de virulence, cette divergence est encore plus forte pour la souche 
ABU83972. Cette dernière est incapable de produire des fimbriae de type 1 
fonctionnels ou de type F1C. De même, elle a perdu plusieurs gènes impliqués dans 
la synthèse de l'antigène O et possède un phénotype « rugueux » (82).  
 Dans un modèle d'infection trans-urétrale de rats, E. coli Nissle a une capacité 
de colonisation de la vessie et des reins comparable à une souche non-uropathogène 
(8). Cependant, des bactéries de la souche Nissle ont été détectées dans les reins, ce 
qui n'a jamais été observé pour la souche ABU83972. Même si la souche E. coli Nissle 
n'a jamais été rapportée comme responsable d'infections urinaires, elle semble donc 
plus proche de CFT073 que de ABU83972 en termes de pouvoir pathogène urinaire. 
 
 En conclusion, les souches E. coli Nissle, CFT073 et ABU partagent la grande 
majorité de leurs génomes, et en particulier les facteurs permettant une colonisation 
optimale. La souche E. coli Nissle a divergé de CFT073 en améliorant sa capacité de 
colonisation et en perdant ou inactivant des facteurs de virulence. Ce phénomène est 
accentué pour la souche ABU83972. Ceci est probablement le résultat d'une 
coévolution avec le système immunitaire de l'hôte : les facteurs de virulence 
engendrent une réponse immunitaire de l'hôte qui est délétère pour la bactérie. La 
souche ABU83972 limite la réaction de l'hôte pour persister durablement dans la 
vessie (82).  
 Ainsi, E. coli Nissle possède de nombreux facteurs de virulence. Comme cette 
souche est dépourvue de pouvoir pathogène, ces derniers sont plutôt qualifiés de 
facteurs de « fitness » ou de déterminants de l'activité probiotique.  
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Les sidérophores-microcines 
 
 Ainsi que nous l'avons évoqué dans la première partie de cette synthèse 
bibliographique, les propriétés antagonistes de E. coli Nissle à l'origine de la 
description de cette souche par Alfred Nissle sont liées à la production de deux 
sidérophores-microcines. Cette partie est consacrée à une revue de la littérature 
existante concernant ces peptides antimicrobiens qui sont des déterminants majeurs 
de l'activité probiotique de E. coli Nissle.  
 
 
 
I. Classification et nomenclature 
 Les appellations qui désignent les peptides antimicrobiens produits par les 
bactéries sont nombreuses et héritées de l'histoire de leur découverte. Elles se 
recoupent souvent et sont sources de confusion. A l'origine, « bactériocine » était un 
terme générique qui désignait les peptides antimicrobiens produits par tous types de 
bactéries. Des désignations plus précises ont ensuite été créées en utilisant des 
préfixes se rapportant au genre ou à l'espèce bactérienne qui produit la toxine. Ainsi, 
les « colicines » sont synthétisées par E. coli, les « cloacines » par 
Enterobacter cloacae et les « pyocines » par Pseudomonas aeruginosa par exemple. 
En l'absence de règles fixes de nomenclature, plusieurs noms ont parfois été donnés 
à la même molécule, par exemple la « staphylococcine 1580 » également appelée 
« épidermine » produite par Staphylococcus epidermidis. Pour amorcer une 
clarification, il a été proposé que le terme « bactériocines » soit réservé aux peptides 
antimicrobiens synthétisés par les bactéries à Gram positif (85). 
 
 Les peptides antimicrobiens produits par les bactéries à Gram négatif, et plus 
particulièrement les entérobactéries sont classés en fonction de leur taille : les 
peptides antimicrobiens de haut poids moléculaires (> 10 kilodaltons ; kDa) sont des 
colicines, ceux de faible poids moléculaires (< 10 kDa) des microcines (86,87). Le 
terme « colicines » n'est donc plus réservé aux seuls peptides antimicrobiens sécrétés 
par E. coli.  
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 Quatorze microcines ont été décrites, mais seules 8 ont été isolées et 
caractérisées chimiquement (88). Toutes partagent des caractéristiques 
physico-chimiques communes : elles sont thermostables, relativement hydrophobes, 
résistantes à certaines protéases et aux pH extrêmes (86,87). Les microcines ont été 
classées en fonction de leurs tailles et de la modification ou non du précurseur 
peptidique suite à la traduction (88) : 
• Les microcines de classe I ont une faible masse moléculaire (< 5 kDa) et 
subissent de nombreuses modifications post-traductionnelles.  
• La microcines de classe II ont une masse moléculaire plus importante (5 à 
10 kDa) et se subdivisent en deux sous-classes :  
o les microcines de classe IIa ne subissant pas de modification 
post-traductionnelle 
o les microcines de classe IIb qui peuvent porter une modification 
post-traductionnelle dans leur partie C-terminale 
  
 Quatre microcines, les microcines D93, 140, 15m et 15n n'ont jamais pu être 
classées faute de données suffisantes. Leurs masses moléculaires semblent avoisiner 
1 kDa (88). Les caractéristiques générales des 10 microcines connues sont résumées 
dans le Tableau 2. 
 
Tableau 2 : Caractéristiques générales des dix microcines connues. 
Modifié d'après Duquesne S. et al. (88) 
Microcine Classe Masse moléculaire (Da) 
Modification post-
traductionnelle 
Caractérisation 
chimique 
B17 I 3093 + + 
C7/C51 I 1177 + + 
J25 I 2107 + + 
L IIa 8884 - + 
24 or N IIa 7274 - + 
V IIa 8733 - + 
E492 IIb 8717 + + 
H47 IIb 4865 + - 
I47 IIb 6276 + - 
M IIb 7283 + + 
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 Les sidérophores-microcines appartiennent à la classe IIb. Elles sont ainsi 
nommées car leur précurseur peptidique peut être modifié à sa partie C-terminale par 
l'ajout d'un groupement dérivé du sidérophore entérobactine (89). Quatre 
sidérophores-microcines ont été décrites : les microcines E492, H47, I47 et M. La 
microcine E492 est produite par la souche de Klebsiella pneumoniae RYC492 isolée 
de selles humaines (90). La microcine H47 a été initialement étudiée dans la souche 
fécale humaine E. coli H47 (91). Comme la microcine M, elle est également produite 
par les souches fécales E. coli Nissle, CA46 et CA58 (9,92,93). Les microcines H47 et 
M avaient d'ailleurs été tout d'abord nommées colicines G et H (9). L'existence de la 
microcine I47 a été révélée par l'étude des systèmes génétiques responsables de la 
synthèse des microcines chez les souches E. coli H47 et CA46 (94). 
 
 Peu d'études se sont intéressées aux sidérophores-microcines et elles 
concernent en majorité la microcine E492. Trois équipes sont à l'origine de la 
quasi-totalité de la littérature au sujet des sidérophores-microcines : l'équipe chilienne 
du Pr Rosalba Lagos (Santiago) pour la microcine E492, l'équipe uruguayenne du 
Pr Magela Laviña (Montevideo) pour les microcines H47 et I47 et l'équipe du Muséum 
d'Histoire Naturelle de Paris du Pr Sylvie Rebuffat pour les microcines E492, H47 et M. 
 
 
 
II. Systèmes génétiques 
1. Une organisation générale conservée 
 Les gènes nécessaires à la synthèse et à l'excrétion des microcines sont 
groupés en « clusters » portés par des plasmides dans le cas des microcines de 
classes I et IIa et par le chromosome en ce qui concerne les sidérophores-microcines 
(88,94). La structure minimale comprend : un gène codant le précurseur peptidique de 
la microcine, un gène spécifique conférant une immunité protectrice spécifique contre 
la microcine et des gènes permettant la synthèse du système d'export de la microcine 
(88,94). Le « cluster » porte également très fréquemment des gènes codant des 
enzymes impliquées dans des modifications post-traductionnelles.  
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 La Figure 15 résume l'organisation des principaux « clusters » de gènes 
permettant la synthèse et l'export des 4 sidérophores-microcines. Nous reviendrons 
plus en détails dans le paragraphe suivant sur le rôle de chacune des protéines dans 
la synthèse des sidérophores-microcines. 
 Les précurseurs peptidiques des microcines E492, H47, I47 et M comprennent 
respectivement 103, 75, 77 et 92 acides aminés qui sont codés par les gènes mceA, 
mchB, mchS2 et mcmA. Les gènes codant chacun de ces précurseurs peptidiques 
sont organisés en opéron avec le gène codant la protéine d'auto-immunité. Il s'agit de 
mceB, mchI, mchS3 et mcmI pour les microcines E492, H47, I47 et M. Lorsque 
plusieurs microcines sont codées par un même « cluster » (ex : E. coli Nissle), le 
système d'export et les gènes impliqués dans les modifications post-traductionnelles 
peuvent être communs. Cependant, chaque microcine conserve sa protéine 
d'immunité dédiée (88,94–96). 
 
 Les gènes mceC, mchA et mcmL sont homologues au gène iroB de l'îlot 
salmochéline, codant une glucosyltransférase responsable de la glycosylation de 
l'entérobactine. De même, mceD, mchS1 et mcmK sont des homologues du gène iroD 
codant une estérase de l'entérobactine permettant sa linéarisation (9,95). Les 
protéines MceI et MceJ, et par homologie MchC et MchD, sont responsables de la 
liaison des précurseurs peptidiques avec le groupement sidérophore dérivé de 
l'entérobactine, mais la fonction précise de chacune des protéines reste inconnue (97).  
 
 L'export des sidérophores-microcines hors de la bactérie productrice repose sur 
un transporteur à trois composants de type ABC. Deux composants sont codés en 
opéron par les « clusters » sidérophores-microcines : la protéine ABC stricto sensu 
(MchF pour les microcines H47 et M, MceG pour la microcine E492) et la protéine 
accessoire « membrane fusion protein » (MFP) (MchE pour les microcines H47 et M, 
MceH pour la microcine E492). Ces protéines présentent de très fortes homologies : 
92% et 94% d'acides aminés identiques respectivement entre les deux types de 
protéines ABC et MFP (9,95,98). Le troisième élément de ce système d'export est la 
protéine de la membrane externe ubiquitaire TolC.  
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 L'export de la microcine E492 semble nécessiter la protéine MceF (95). Le rôle 
précis de cette protéine n'a jamais été établi. Son caractère indispensable n'a été 
observé que dans une seule étude (99) antérieure au séquençage du « cluster » de la 
microcine E492 (95). En raison de la forte homologie au niveau de la séquence en 
acides aminés avec MceF (62%), la protéine McmM serait impliquée dans l'export des 
microcines M et H47 (88). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 15 : Organisation des « clusters » de gènes permettant la synthèse des 
sidérophores-microcines. 
Le nom des microcines est indiqué entre parenthèses à côté de chaque souche. Les noms 
des gènes codant les précurseurs peptidiques et les protéines d'immunité des microcines 
E492, H47, I47 et M sont écrits respectivement en vert, rose, bleu et rouge. 
Les gènes codant les précurseurs peptidiques, les gènes d'auto-immunité, les gènes impliqués 
dans l'export des microcines et leurs modifications post-traductionnelles sont figurés 
respectivement en jaune, rouge, bleu et vert. Les gènes dont la fonction reste inconnue sont 
représentés en gris. Les gènes codant des transposases (ins, tra) sont figurés en marron. Les 
gènes tronqués sont représentés avec une barre oblique. D'après Vassiliadis G. et al. (93) 
 
  
  
In order to identify potential novel siderophore-microcins,
we have performed an in-depth analysis of the microcin gene
clusters found in several microcinogenic strains (9). While sev-
eral genetic studies support the existence of other siderophore-
microcins (25), no biochemical evidence is available to date,
with MccE492 being the only member of this family to have
been isolated and characterized. We focused onMccM, MccH47,
and MccI47, three microcins potentially carrying a posttrans-
lational modification similar to that carried by MccE492. The
gene clusters encoding these microcins are found in the ge-
nomes of E. coli H47, CA46, and CA58 and the probiotic E.
coli Nissle 1917 (Fig. 1A), as well as in the pathogenicity island
of uropathogenic E. coli (9). All of these strains were therefore
analyzed for the production of siderophore-microcins.
Here we report for the first time on the isolation and struc-
ture characterization of MccM and MccH47, which are derived
from the microcin precursors McmA and MchB, respectively.
Both peptides were shown to carry a 831-Da posttranslational
modification similar to that carried by MccE492, and the genes
required for MccM and MccH47 posttranslational modifica-
tion biosynthesis were shown to be interchangeable. Alto-
gether our data provide biochemical evidence of the existence
of a structure-related family of microcins. This family of sid-
erophore-microcins gathers the class IIb microcins, namely,
MccE492, MccM, and MccH47, as well as uncharacterized
MccI47. Finally, a novel putative siderophore-microcin was
identified in the corrected sequence of the MccE492 gene
cluster in K. pneumoniae RYC492.
FIG. 1. Genetic organization of class IIb micr cin gene clusters. The name of the known r putative microcins produced by the gene cluster
in each strain is indicated in parentheses. Genes are indicated by arrows whose orientations refer to the direction of gene transcription. Genes
encoding microcin precursors are shown in yellow, while the genes required for self-immunity, microcin export, and posttranslational modification
are shown in red, blue, and green, respectively. Genes with unknown function are shown in gray. Genes encoding homologous proteins in different
gene clusters are colored by different shades of the same color. The names of the genes are indicated above or below each gene. (A) Genetic
organization in five wild-type strains. In K. pneumoniae RYC492, genes with speculative functions are shown in gray, and the colors corresponding
to the speculative functions are shown in stripes. Genes insC, tra-5, and insE, which encode transposases, are in brown. The names of the genes
specifically required for the production of the MccE492, MccG492, MccH47, MccI47, and MccM precursors and immunity proteins are in green,
brown, purple, blue, and red, respectively. Truncated genes in K. pneumoniae RYC492, E. coli H47, and E. coli Nissle 1917 are shown with slashes.
(B) Genetic organization in recombinant plasmids pMM75 and pMM1.15 used for the production of MccM and MccH47, respectively. The
kanamycin resistance cassette is shown in white, and inactivated genes are indicated by a cross. The names of the genes specifically involved in the
production of MccM, MccH47, and MccI47 precursor and immunity proteins are in red, purple, and blue, respectively.
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of uropathogenic E. coli (9). All of these strains were therefo
analyzed for the production f siderophore-microcins.
Here we report for the first tim on he isolation and s ruc-
ture characterization of MccM and M cH47, whi h are derived
from the microcin pre ursors M mA and MchB, respectively.
B th peptides were shown to carry a 831-Da posttranslational
modification similar to that carried by MccE492, and the genes
required for MccM and MccH47 posttranslational modific -
tion biosynthesis were ho n to be i terchangeable. Alto-
gether our data provi e biochemical eviden e of th existenc
of a structure-related family of microcins. This family of sid-
rophore-microcins gathers the clas IIb microcins, namely,
MccE492, M cM, and MccH47, as well as unchar cterized
MccI47. Finally, a novel putati siderophore-microcin was
identified in the corrected sequence of the MccE492 gene
cluster in K. pneumoniae RYC492.
FIG. 1. Genetic organization of class IIb microcin g ne clusters. The name of the known or put tive microcins produced by the g ne cluster
in each strain is indic ted in parentheses. Genes are indicated by arrows whose rientations r fer o the direction of g ne transcription. Genes
encoding microcin precu sors a shown in yello , while the genes requir d fo self-immunity, microcin export, and posttranslati nal modification
are shown in red, blue, and green respectively. Genes with unkno n function are shown in gray. Genes encoding homologous proteins in different
gene clusters are colored by different shades of the same color. Th names of the g nes are indicated above or below each gene. (A) G tic
organization in five wild-type strains. In K. pneumoniae RYC492, genes with speculative functions are show in gray, a d the colors corresp nding
to the specula ive functions are shown in stripes. Genes in C, tra-5, and insE, which encode transposases, are in brown. The names of the genes
specifically required fo the production of the MccE492, ccG , H 7, MccI47, and MccM precursors and immunity proteins are in green,
brown, purple, blue, and red, respectively. Truncated genes in K. pneumoniae RYC492, E. coli H47, and E. coli Nissle 1917 are shown with slashes.
(B) Genetic organization in recombinant plasmids pMM75 and p M1.15 used for the produc ion of M cM and M cH47, respectively. The
kanamycin resistan e cas e te is shown in white, and inactiv te genes r indicated by a cross. The names of the genes specifically involved in the
production of MccM, MccH47, and MccI47 precursor and immunity proteins are in red, purple, and blue, respectiv ly.
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In order to identify potential novel siderophore-microcins,
we have performed an in-depth analysis of the microcin gene
clusters found in several microcinogenic strains (9). While sev-
eral genetic studies support the existence of other siderophore-
microcins (25), no biochemical evidence is available to date,
with MccE492 being the only member of this family to have
been isolated and characterized. We focused onMccM, MccH47,
and MccI47, three microcins potentially carrying a posttrans-
lational modification similar to that carried by MccE492. The
gene clusters encoding these microcins are found in the ge-
nomes of E. coli H47, CA46, and CA58 and the probiotic E.
coli Nissle 1917 (Fig. 1A), as well as in the pathogenicity island
of uropathogenic E. coli (9). All of these strains were therefore
analyzed for the production of siderophore-microcins.
Here we report for the first time on the isolation and struc-
ture characterization of MccM and MccH47, which are derived
from the microcin precursors McmA and MchB, respectively.
Both peptides were shown to carry a 831-Da posttranslational
modification similar to that carried by MccE492, and the genes
required for MccM and MccH47 posttranslational modifica-
tion biosynthesis were shown to be interchangeable. Alto-
gether our data provide biochemical evidence of the existence
of a structure-related family of icrocins. This family of sid-
erophore-microcins gathers the class IIb microcins, namely,
MccE492, MccM, and MccH47, as well as uncharacterized
MccI47. Finally, a novel putative siderophore-microcin was
identified in the corrected sequence of the MccE492 gene
cluster in K. pneumoniae RYC492.
FIG. 1. Genetic organization of class IIb microcin gene clusters. The name of the known or putative microcins produced by the gene cluster
in each strain is indicated in parentheses. Genes are indicated by arrows whose orientations refer to the direction of gene transcription. Genes
encoding microcin precursors are shown in yellow, while the genes required for self-immunity, microcin export, and posttranslational modification
are shown in red, blue, and green, respectively. Genes with unknown function are shown in gray. Genes encoding homologous proteins in different
gene clusters are colored by different shades of the same color. The names of the genes are indicated above or below each gene. (A) Genetic
organization in five wild-type strains. In K. pneumoniae RYC492, genes with speculative functions are shown in gray, and the colors corresponding
to the speculative functions are shown in stripes. Genes insC, tra-5, and insE, which encode transposases, are in brown. The names of the genes
specifically required for the production of the MccE492, MccG492, MccH47, MccI47, and MccM precursors and immunity proteins are in green,
brown, purple, blue, and red, respectively. Truncated genes in K. pneumoniae RYC492, E. coli H47, and E. coli Nissle 1917 are shown with slashes.
(B) Genetic organization in recombinant plasmids pMM75 and pMM1.15 used for the production of MccM and MccH47, respectively. The
kanamycin resistance cassette is shown in white, and inactivated genes are indicated by a cross. The names of the genes specifically involved in the
production of MccM, MccH47, and MccI47 precursor and immunity proteins are in red, purple, and blue, respectively.
VOL. 54, 2010 THE SIDEROPHOR -MICR CINS FAMILY 289
 52 
2. Des îlots sidérophores-microcines 
 Ainsi que nous l'avons mentionné dans la partie précédente de cette synthèse 
bibliographique, le « cluster » sidérophores-microcines est situé sur l'îlot génomique I 
très conservé entre les souches E. coli Nissle, CFT073 et ABU83972 (20,81). Il 
s'agirait donc de facteurs de virulence acquis par transfert horizontal. D'ailleurs, le 
contenu en bases G+C des « clusters » permettant la production des sidérophores-
microcines est d'environ 40%, alors qu'il avoisine les 51% et 57,5% pour les différentes 
souches de E. coli et K. pneumoniae respectivement (88). Ces bactéries ne seraient 
donc pas les hôtes originels de ces « clusters ».  
 De plus, des séquences répétées (ou « direct repeats ») flanquent les 
« clusters » des souches CA46 et H47 (Figure 16). Pour les souches Nissle, CFT073 
et ABU83972, seule la séquence attR est présente à droite du « cluster ». Une excision 
du « cluster » de la souche H47 a été réalisée expérimentalement, puis des 
intégrations dans des chromosomes de souches K12 principalement. Il a donc été 
proposé que les « clusters » sidérophores-microcines soient des îlots génomiques à 
part entière. A ce titre, nous parlerons dans la suite de nos travaux d'« îlot » 
sidérophores-microcines. De nombreux sites d'intégration potentiels de cet îlot ont été 
trouvés dans les banques de données, indiquant qu'il pourrait être très largement 
répandu parmi les souches de E. coli (100). 
 
 Si l'organisation générale des îlots sidérophores-microcines est conservée, les 
îlots présentent néanmoins des différences substantielles selon les souches. Ainsi, 
l'îlot des souches E. coli Nissle, CFT073 et ABU83972 est tronqué par rapport à la 
souche CA46 : les gènes codant le précurseur peptidique et la protéine d'immunité de 
la microcine I47, ainsi que les gènes de modifications post-traductionnelles des 
microcines H47 et M mcmL et mcmK sont absents (Figure 15) (9,94). Ces souches 
sont donc incapables de synthétiser la microcine I47. A la place des gènes 
« manquants », se trouvent des gènes codant des tranposases, témoignant des 
événements de remaniements de l'îlot. 
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Figure 16 : Comparaison des fragments d'ADN contenant le système génétique 
de production de la microcine H47. 
Les séquences répétées servant de site d'attachement gauche et droite sont figurées par attL 
et attR. Les gènes codant les peptides précurseurs et les protéines d'immunité de chaque 
système de sidérophores-microcines sont encadrés en pointillés.  
D'après Azpiroz M. et al. (100) 
 
  
 Par ailleurs, les gènes codant le précurseur peptidique, la protéine d'immunité 
de la microcine M, ainsi que le gène mcmM sont tronqués sur l'îlot de la souche H47 
par rapport à la souche CA46 (Figure 15). Elle ne produit donc pas la microcine M 
(9,94).   
 Des traces de remaniements sont également visibles au centre des îlots codant 
les sidérophores-microcines. Ainsi, pour la souche CA58, un élément génétique mobile 
est inséré entre les gènes mchS2 et mchS3 codant le précurseur peptidique et la 
protéine d'immunité de la microcine I47. Ces deux gènes étant normalement organisés 
en opéron, le processus de traduction ne peut avoir lieu, au moins pour le gène mchS2 
situé en aval de la séquence d'insertion (Figure 15). La souche CA58 ne produit donc 
pas la microcine I47, mais les microcines H47 et M (9,93,94). 
 Des gènes impliqués dans la synthèse des microcines ont également été 
identifiés dans la souche uropathogène E. coli 536 (Figure 16). Chez E. coli Nissle, 
l'îlot sidérophores-microcines est porté par l'îlot génomique I inséré au locus serX, de 
(Fig. 3B and data not shown). In the case of the H47 strain, a nested
PCR was required to detect excision (Fig. 3C). Therefore, the
MccH47 system excised from the chromosome -or from the
recombinant plasmids- as would be expected of a GI submitted to a
site-specific recombination between its flanking direct repeats, the
attL and attR sites.
The recombination site
The direct repeats flanking the MccH47 system are extensive
and imperfect. They contain four stretches of total identity
separated by nucleotide differences. These stretches were named I
to IV and, supposedly, the site of recombination would be located
in one of them (Fig. 4). The PCR products containing the attC and
the attI sites were separately cloned in a plasmid vector to construct
pOUT and pIN, respectively, as explained in Materials and
Methods. The nucleotide sequence of pOUT revealed a hybrid
sequence between the direct repeats resulting from a crossing in
the region of identity II (Fig. 4). The insert in plasmid pIN was also
hybrid but, unexpectedly, it exhibited a different site of
recombination, located in region III (Fig. 4). In view of this
difference, a total of 20 pOUT plasmids independently obtained
were sequenced. Four different attC sites were thus found, resulting
from the recombination in the four extended identical regions I-IV
(Fig. 4). Since the cloned PCR products could be different in their
sequence, the designation of plasmids pOUT and pIN included
the roman number corresponding to the region where recombi-
nation had occurred, e.g. pOUTII. The four types of pOUT
appeared with the following frequencies: one pOUTI, seven
pOUTII, ten pOUTIII and two pOUTIV.
These results indicated that the PCR products obtained in the
excision assays were heterogeneous. Therefore, if they were
directly sequenced, a series of overlapping sequences would appear
at the sites of nucleotide differences depending on the site of
recombination. This was determined in a PCR product obtained
using primers out1 and out2, i.e. in a mix of attC sequences. Prior
to sequencing, the PCR product was run in an agarose gel and the
corresponding band was purified in order to eliminate the
template that had been employed in the reaction. DNA
sequencing was performed using primer out1. At the beginning,
the reading was unique, but past each region of recombination, an
additional reading appeared in some positions, exactly in those
where two or more nucleotides would be expected if the DNA
were a mix of sequences that had recombined in different sites.
Thus, the four regions of recombination I–IV were recognized
(data not shown). In agreement with the results presented above,
the main reading of the sequence changed from attL to attR past
the recombination site III, indicating that most of the excision
events had taken place at this site.
Therefore, the nature of the direct repeats as attachment sites
for site-specific recombination was confirmed. Moreover, it was
Figure 2. Comparison of the DNA segment containing the MccH47 genetic system. The 16,823 bp DNA segment containing the MccH47
system is represented above. Examples of DNA segments exhibiting high levels of identity (.85%) with the reference sequence are shown below.
Genes from the MccH47 system and their homologues in other organisms are shown with arrows as in Figure 1. Wild-type immunity-activity genes
for the encoded microcins are boxed. PAI, pathogenicity-associated island.
doi:10.1371/journal.pone.0026179.g002
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(Fig. 3B and data not shown). In the case of the H47 strain, a nested
PCR was required to detect excision (Fig. 3C). Therefore, the
MccH47 system excised from the chromoso e -or from the
recombinant plasmids- as would be expected of a GI submitted to a
site-specific r co bination between its flankin direct repe ts, the
attL and attR sites.
The recombinati n site
The direct repeats flanking the MccH47 system are ext nsiv
and imperfect. They contain four stretches of t tal identity
s parated by nucleotide differences. Thes stretches were named I
to IV and, supposedly, the site of recombi ation would be located
in one of them (Fig. 4). The PCR products containing the attC and
the attI sites were separately cloned in a plasmid vector to construct
pOUT and pIN, respectively, as explained in Materials and
Met ods. The nucleotide sequence of pOUT r vealed a hybrid
sequence between the direct repeats resulting fr m a crossing in
the region of identity II (F g. 4). The ins rt in plasmid pIN was also
hybrid but, unexpectedly, it exhibited a different site of
recombination, located in region III (Fig. 4). I view of this
difference, a total of 20 pOUT plasmids independently obtained
were sequenced. Four different attC sites wer thus found, resulti g
from the recombinati n in the four extended identical regions I-IV
(Fig. 4). Since the clone PCR products could be different in their
sequ nce, the des gnation of plasmids pOUT and pIN included
the roman number corresponding to the region where recombi-
nation had occurred, e.g. pOUTII. The four types of pOUT
appeared with the following frequencies: one pOUTI, seven
pOUTII, ten pOUTIII and two pOUTIV.
These results indicated that the PCR products obtained in the
excision assays were heterogeneous. Therefore, if they were
directly sequenced, a series of overlapping sequences would appear
at the sites of nucle tide differences d pendi g on the site of
recombination. This was determined in a PCR product obtained
using primers ou 1 and out2, i.e. in a mix of attC sequences. Prior
to sequenci g, the PCR product was run in an agarose gel and the
corresponding band was purifi d in o der o eliminate
template th t had be n employed in the reaction. DNA
sequencing was perform d using primer out1. At the beginning,
the read ng was unique, but past a h region of recombination, an
additional reading appeared in some positions, exactly in those
where two or more nucleotides would be expect d if the DNA
wer a mix of sequences that had recombined in different si es.
Thus, the four regions of recombination I–IV were recognized
(data not shown). In agr em nt with the results presented above,
the main reading of the seq e ce changed from attL to attR past
recombin tio sit III, indicating that most f the excisio
events h d taken pl ce at this site.
Theref re, the nature of th direct rep ats as attachment sites
for site-specific recombination was confirmed. Moreover, it was
Figure 2. Comparison of the DNA segment containing the MccH47 genetic system. The 16,823 bp DNA segment containing the MccH47
system is represented above. Examples of DNA segments exhibiting high levels of identity (.85%) with the reference sequence are shown below.
Genes from the MccH47 system and their homologues in other organisms are shown with arrows as in Figure 1. Wild-type immunity-activity genes
for the encoded microcins are boxed. PAI, pathogenicity-associated island.
doi:10.1371/journal.pone.0026179.g002
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(Fig. 3B and data not shown). In the case of the H47 strain, a nested
PCR was required to detect excision (Fig. 3C). Therefore, the
MccH47 system excised from the chromosome -or fr m the
recombinant plasmids- as would be expected of a GI submitted to a
site-specific recombination betw en its flanking direct r peats, the
attL and attR sites.
The recombination site
The direct repeats flanking the MccH47 system are extensive
and imperfect. They contain four stretches of total identity
separated by nucleotide differences. These stretches were named I
to IV and, supposedly, the site of recombination would be located
in one of them (Fig. 4). The PCR products containing the attC and
the attI sites were separat ly cl ne in a plasmid v ctor to construct
pOUT and pIN, respectively, as explained in Materials and
Methods. The nucleotide s que ce of pOUT revealed a hybrid
sequence betwee the direct repeats resulting from a crossing in
the region of identity II (Fig. 4). Th insert in plasmid pIN was also
hybrid but, unexpectedly, it exhibit d a different site of
recombination, lo ated in region III (Fig. 4). In view of this
difference, a total of 20 pOUT plasmids independently obtained
were sequenced. Four differe t attC sites were thus found, resulting
from the recombinat on in the f ur extended i en ical regions I-IV
(Fig. 4). Since the loned PCR products could be different in their
sequence, the designation of plasmids pOUT and pIN included
the roman number corresponding to the region where recombi-
nation had occurred, e.g. pOUTII. The four types of pOUT
appeared with the following frequencies: one pOUTI, seve
pOUTII, ten pOUTIII and two pOUTIV.
These results indicated that the PCR products obtained in the
excision assays were heterogeneous. Therefore, if they were
directly sequenced, a series of overlapping sequences would appear
at the sites of nucleotide differences depending on the site of
recombination. This was determined in a PCR product obtained
using primers out1 and out2, i.e. in a mix of attC sequences. Prior
to sequencing, the PCR product was ru in an agarose gel and the
corresponding band was purified in order to eliminate the
template t at had been employed in the reaction. DNA
sequencing was performed using primer out1. At the beginning,
the reading was unique, but past each r gion of recombination, an
additional reading appeared in some positions, exactly in those
where two or more nucleotides would be expected if the DNA
were a mix of sequ nces that had recombined in different sites.
Thus, the four regions of recombinatio I–IV w re recognized
(data not shown). I agreement with the results presented above,
the main reading f the seq enc change from attL o attR pas
the recombination site III, indicating that most of the excision
events had taken place at this site.
Therefore, the nature of the direct repeats as attachment sit s
for site-specific recombination was confirmed. Moreover, it was
Figure 2. Comparison of the DNA segment containing the MccH47 genetic system. The 16,823 bp DNA segment containing the MccH47
system is represented above. Examples of DNA segments exhibiting high levels of identity (.85%) with the reference sequence are shown below.
Genes from the MccH47 system and their homologues in other organisms are shown with arrows as in Figure 1. Wild-type immunity-activity genes
for the encoded microcins are boxed. PAI, pathogenicity-associated island.
doi:10.1371/journal.pone.0026179.g002
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(Fig. 3B and data not shown). In the cas of the H47 strain, a ne ted
PCR was required to detect excision (Fig. 3C). Therefore, the
MccH47 system excised from the chromosome -or from the
recombinant plasmids- as would be expected of a GI submitted to a
site-specific recombination between its flanking direct repeats, the
attL nd attR sites.
The recombination site
The direct repeats fla king th MccH47 system are extensiv
nd imperfect. They contain four stretches of total identity
separated by nucleotide differences. These stretches were named I
to IV and, supposedly, the site of recombination would be located
in o e of them (Fig. 4). The PCR products containing the attC and
the attI si es were separately loned in a plasmid v ctor to construct
pOUT and pIN, respectively, as explained in Materials and
Methods. The ucleotide sequence of pOUT rev aled a hybrid
equence be ween the direct repeats res ting from a crossing in
the region of id ntity II (Fig. 4). The insert i pl smid pIN was also
hyb id but, unexp ctedly, it exhibited a different site of
recombinati n, located in region III (Fig. 4). In vi w of this
differenc , a total of 20 pOUT plasmids in ep ndently obtain d
wer sequ nce . Four diffe nt attC sites were thus fou d, resulting
from the recombination in the four exten ed identical regions I-IV
(Fig. 4). Sinc the clon d PCR products could be different in th ir
sequence, the designation of plasmids pOUT a pIN include
the roman numb r co responding to the region where recombi-
nation had occurred, e.g. pOUTII. The four types of pOUT
appeared with the following frequencies: one pOUTI, seven
pOUTII, ten pOUTIII and two pOUTIV.
These results indicated that the PCR products obtained in the
excision assays were heterogeneous. Therefore, if they were
dire tly sequ nced, a series of overlapping sequences would appear
at the sites f nucleotide differences depending on the site of
recombinatio . This was determined in a PCR product obtained
using primers out1 and out2, i.e. in a mix of attC sequences. Prior
to sequencing, the PCR product was un n an agaros gel and the
corresponding band was purified in order to eliminate the
template that had be n employed i the reaction. DNA
sequenc ng was p rformed using primer ou 1. At the beginning,
the reading was unique, but past e ch r gion of recombination, an
additional reading appea ed i some positions, exactly in those
where two or more nucleotides would be expected if the
were a mix of sequences that had recombined in different sites.
Thus, the four regions of rec mbi a ion I–IV were recognized
(data not shown). In agreement with the results presented above,
the main reading of the s quence changed from attL to attR past
the reco bination site III, i dicating that most of the excision
events had taken place at this site.
Theref re, the nature of the direct r peats as attachment sit s
f r site-specific recombina ion was co firmed. M r over, it was
Figure 2. Comparis n of the DNA segment co taining the MccH47 genetic system. The 16,823 bp DNA segment containing the MccH47
system is represented above. Examples of DNA segments exhibiting high levels of identity (.85%) with the reference sequence are shown below.
Genes from the MccH47 system and their homologues in other organisms are shown with arrows as in Figure 1. Wild-type immunity-activity genes
for the encoded microcins are boxed. PAI, pathogenicity-associated island.
doi:10.1371/journal.pone.0026179.g002
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même que le locus iroA (Figure 14). Les gènes impliqués dans la production des 
microcines pour la souche 536 sont insérés dans un locus différent (thrW), mais 
toujours avec le locus iroA (49). L'îlot sidérophores-microcines de la souche 536 a été 
considérablement modifié si l'on considère la souche CA46 comme référence : il ne 
comporte plus que les gènes codant le précurseur peptidique, la protéine d'immunité 
de la microcine M, le gène mcmM, et environ la moitié du gène codant la protéine ABC 
MchF (9,94). En raison de l'absence de système d'export fonctionnel (association 
ABC-MFP), il est probable que la souche 536 n'ait pas d'action antagoniste liée à la 
production de la microcine M. 
 
 Les sidérophores-microcines sont donc codés par de véritables îlots 
génomiques à part entière, fréquemment portés par des îlots génomiques plus grands 
(ex : E. coli Nissle). Ces structures conférant des avantages sélectifs sont acquises 
par transfert horizontal et peuvent subir de profonds remaniements. 
 
 
III. Des gènes à la structure : biosynthèse et régulation 
1. Synthèse des sidérophores-microcines 
 La formule précise des sidérophores-microcines E492 et M a pu être 
déterminée par analyse chimique en combinant des techniques d'ionisation par 
électronébulisation, de spectrométrie de masse et de résonance magnétique nucléaire 
(89,93). Des plasmides portant chacun des îlots ont été insérés dans des souches de 
E. coli pour réussir à produire des quantités suffisamment importantes 
sidérophores-microcines. Cette technique n'a pas permis jusqu'à présent d'établir de 
façon certaine la formule des microcines H47 et I47, faute de production en quantités 
suffisantes. Par l'étude des systèmes génétiques et grâce à des analyses de 
spectrométrie de masse, il a été possible de confirmer que les microcines H47 et I47 
comportent une entité dérivée de l'entérobactine similaire aux microcines E492 et M 
(93,101). Les sidérophores-microcines se composent donc d'une entité peptidique 
reliée par un pont glucidique à un trimère linéaire de DHBS (Figure 17).  
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Figure 17 : Structure de la sidérophore-microcine E492. 
La modification post-traductionnelle portée par la sérine 84 se compose d'un b-D glucose lié 
à un trimère linéaire de dihydroxybenzoylsérine (DHBS).  
D'après Destoumieux-Garzón et al. (102)  
 
 
 
 
 Le schéma général de la production des sidérophores-microcines est 
représenté à la Figure 18 en prenant l'exemple de la synthèse de la microcine E492 
par la souche K. pneumoniae RYC492. Il peut être transposé pour les différentes 
sidérophores-microcines.  
  
sequence similarities were found for mceJ and
mceE (Lagos et al. 2001).
The absence of posttranslational modification
in the MccE492 initially described (Pons et al.
2002), together with the finding that inactivation
of the mceC, mceI or mceJ genes resulted in the
loss of the MccE492 antibacterial activity without
any apparent modification of the primary struc-
ture (Corsini et al. 2002) raised many questions on
the function of these genes, which were conse-
quently proposed to encode chaperone proteins
(Corsini et al. 2002). The recent finding that
MccE492 can be synthesized in a posttranslation-
ally modified form provides the mceC, mceD and
mceI genes with a very likely role in the acquisition
of the identified posttranslational modification
(Thomas et al. 2004). The proposed functions,
reported in Figure 1, are discussed below.
Biosynthesis of MccE492 as a siderophore-peptide
Recently, a new peptide displaying both a higher
molecular mass (831 Da mass increase) and an
enhanced specific activity (see following section)
compared to MccE492 was isolated from culture
supernatant of E. coli VCS257 pJAM229 (Thomas
et al. 2004). The new peptide, which we named
MccE492m, was a modified form of MccE492.
Comparison of the chymotrypsin digest of the
modified and unmodified microcins provided the
localization of the posttranslational modification
on a short peptide termed MccE492m[74–84] cor-
responding to the 11-residue C-terminal region of
the microcin. Complete determination of the
MccE492m[74–84] structure was obtained by the
combined use of Collision Induced Dissociation
(CID) experiments performed by Electrospray
Ionization Ion Trap Mass Spectrometry
(ESI-IT-MS) in the positive and negative modes
and by high field (800 MHz) two-dimensional
1H/13C Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
spectroscopy. A large body of evidence demon-
strated that the modification consists of a linear
trimer of N-(2,3-dihydroxybenzoyl)-L-serine
(DHBS) linked to the Ser84 carboxylate through a
b-D-glucose moiety, itself linked to the first DHBS
unit through a C-glycosidic bond and to the mi-
crocin Ser84 carboxylate through an O-glycosidic
bond (Figure 2) (Thomas et al. 2004).
The structure of this novel posttranslational
modification is reminiscent of siderophores. These
molecules employ hydroxamates, catecholates or
a-hydroxycarboxylates to chelate ferric iron (FeIII),
which they make available for bacterial consump-
tion (Braun & Braun 2002; Andrews et al. 2003).
One major siderophore involved in iron uptake in
Figure 2. Structure of MccE492m. The posttranslational modification carried by Ser84 is composed of a b-D glucose linked to 3 DHBS
units.
183
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Figure 18 : Schéma général de la synthèse et de l'export de la 
sidérophore-microcine E492 par K. pneumoniae RYC492. 
 
  
 La production des sidérophores-microcines débute d'une part par la synthèse 
ribosomique des précurseurs peptidiques (MceA, MchB, MchS2 et McmA pour les 
microcines E492, H47, I47 et M respectivement), et d'autre part par la synthèse 
d'entérobactine (voir paragraphe III. 4. b. de la section concernant E. coli Nissle). Les 
glucosyltransférases MceC, MchA ou McmL catalysent la C-glycosylation d'un (parfois 
2) des 3 cycles dihydroxybenzoyl de l'entérobactine (103,104).  
 Cette entérobactine glycosylée est ensuite liée à la partie C-terminale riche en 
acide aminé sérine du précurseur peptidique par les protéines MceIJ ou leurs 
homologues MchCD (97). L'entérobactine estérase MceD, MchS1 ou McmK hydrolyse 
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In order to identify potential novel siderophore-microcins,
we have performed an in-depth analysis of the microcin gene
clusters found in several microcinogenic strains (9). While sev-
eral genetic studies support the existence of other siderophore-
microcins (25), no biochemical evidence is available to date,
with MccE492 being the only member of this family to have
been isolated and characterized. We focused onMccM, MccH47,
and MccI47, three microcins potentially carrying a posttrans-
lational modification similar to that carried by MccE492. The
gene clusters encoding these microcins are found in the ge-
nomes of E. coli H47, CA46, and CA58 and the probiotic E.
coli Nissle 1917 (Fig. 1A), as well as in the pathogenicity island
of uropathogenic E. coli (9). All of these strains were therefore
analyzed for the production of siderophore-microcins.
Here we report for the first time on the isolation and struc-
ture characterization of MccM and MccH47, which are derived
from the microcin precursors McmA and MchB, respectively.
Both peptides were shown to carry a 831-Da posttranslational
modification similar to that carried by MccE492, and the genes
required for MccM and MccH47 posttranslational modifica-
tion biosynthesis were shown to be interchangeable. Alto-
gether our data provide biochemical evidence of the existence
of a structure-related family of microcins. This family of sid-
erophore-microcins gathers the class IIb microcins, namely,
MccE492, MccM, and MccH47, as well as uncharacterized
MccI47. Finally, a novel putative siderophore-microcin was
identified in the corrected sequence of the MccE492 gene
cluster in K. pneumoniae RYC492.
FIG. 1. Genetic organization of class IIb microcin gene clusters. The name of the known or putative microcins produced by the gene cluster
in each strain is indicated in parentheses. Genes are indicated by arrows whose orientations refer to the direction of gene transcription. Genes
encoding microcin precursors are shown in yellow, while the genes required for self-immunity, microcin export, and posttranslational modification
are shown in red, blue, and green, respectively. Genes with unknown function are shown in gray. Genes encoding homologous proteins in different
gene clusters are colored by different shades of the same color. The names of the genes are indicated above or below each gene. (A) Genetic
organization in five wild-type strains. In K. pneumoniae RYC492, genes with speculative functions are shown in gray, and the colors corresponding
to the speculative functions are shown in stripes. Genes insC, tra-5, and insE, which encode transposases, are in brown. The names of the genes
specifically required for the production of the MccE492, MccG492, MccH47, MccI47, and MccM precursors and immunity proteins are in green,
brown, purple, blue, and red, respectively. Truncated genes in K. pneumoniae RYC492, E. coli H47, and E. coli Nissle 1917 are shown with slashes.
(B) Genetic organization in recombinant plasmids pMM75 and pMM1.15 used for the production of MccM and MccH47, respectively. The
kanamycin resistance cassette is shown in white, and inactivated genes are indicated by a cross. The names of the genes specifically involved in the
production of MccM, MccH47, and MccI47 precursor and immunity proteins are in red, purple, and blue, respectively.
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l'entérobactine en un trimère linéaire de DHBS (103,104). Il a également été envisagé 
que la linéarisation de l'entérobactine survienne avant la liaison du groupement 
sidérophore au précurseur peptidique. Aucun des deux schémas n'a pu être réfuté 
pour la synthèse de la microcine E492 in vitro. En effet, les enzymes MceIJ acceptent 
des formes d'entérobactine glycosylées qu'elles soient linéarisées ou non et l'estérase 
MceD peut hydrolyser l'entérobactine glycosylée qu'elle soit ou non liée au précurseur 
peptidique (97,103). De plus, dans des surnageants de cultures, des formes de 
microcines E492 portant un monomère ou un dimère de DHBS ont été isolées, en plus 
de la forme majoritaire comportant un trimère de DHBS (104). En revanche, il a été 
confirmé que la glycosylation de l'entérobactine intervient avant la linéarisation, car 
cette réaction enzymatique serait très défavorable sur une forme linéarisée (103). 
  
 L'étape finale de maturation de la sidérophore-microcine a lieu pendant son 
export. Le peptide signal N-terminal d'une quinzaine d'acides aminés est clivé par le 
domaine N-terminal du transporteur ABC (MceG ou MchF) doté d'une activité 
protéasique (88,93,98). Le rôle de la protéine accessoire (MceH ou MchE) n'est pas 
clairement établi, mais elle permet probablement de lier le transporteur ABC à la 
protéine de la membrane externe TolC (88,98).  
 
 
2. Régulation de la biosynthèse des sidérophores-microcines 
 A ce jour, aucune étude ne s'est intéressée à la régulation de l'expression des 
gènes des îlots sidérophores-microcines. Les seules données concernant la régulation 
de la biosynthèse des sidérophores-microcines se rapportent aux conditions 
nutritionnelles qui favorisent leur activité antibiotique.  
 
 Contrairement à la plupart des métabolites secondaires, les 
sidérophores-microcines ne sont pas produites uniquement quand les bactéries 
atteignent la fin de phase exponentielle de croissance / entrent en phase stationnaire. 
Une étude de l'expression des gènes de la microcine E492 montre qu'elle est produite 
au cours de la phase exponentielle (105). Les données de cette étude ne permettent 
pas de conclure quant à la production en phase stationnaire, car du fer avait alors été 
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ajouté aux milieux de culture. Nous verrons dans la suite de ce paragraphe qu'il s'agit 
d'un facteur confondant majeur.  
 La déplétion en glucose ou le changement de source carbonée (ex : utilisation 
de glycérol) n'augmente pas la production de la microcine E492 (106), ce qui concorde 
avec une production également en cours de phase exponentielle : la diminution des 
ressources carbonées ne stimule pas la production de sidérophores-microcines. 
 
 Si la source de carbone n'a que peu d'impact sur la production de 
sidérophores-microcines, il n'en va pas de même pour l'apport protéique. Une 
meilleure activité antagoniste des surnageants a été observée lorsque la souche 
productrice de microcine E492 était cultivée dans un milieu contenant de la Bacto 
tryptone plutôt que des acides casaminés (89,104).  
 La différence entre ces deux sources protéiques est le mode d'hydrolyse de la 
caséine. Dans le cas de la Bacto tryptone, l'hydrolyse par la trypsine génère des 
peptides et peu d'acides aminés libres, alors que l'hydrolyse acide produit uniquement 
des acides aminés libres dans le cas des acides casaminés (104). Or, les trois acides 
aminés aromatiques, phénylalanine, tryptophane et tyrosine inhibent la production du 
chorismate par la voie des shikimates, et par là-même la synthèse d'entérobactine 
(paragraphe III. 4. b de la section sur E. coli Nissle). Ainsi, il a été montré en utilisant 
des milieux de cultures supplémentés que le tryptophane et la tyrosine limitaient les 
modifications post-traductionnelles de la microcine E492 en réprimant la biosynthèse 
de l'entérobactine (104). C'est ce qui explique la diminution d'activité en milieu 
contenant des acides casaminés. A l'inverse, la phénylalanine n'a aucune influence (104). 
 
 Selon un principe similaire, de fortes concentrations en fer dans le milieu 
environnant inhibent les modifications post-traductionnelles de la microcine E492 
(104). La régulation du fer chez de nombreuses bactéries dont E. coli, implique la 
protéine Fur (« ferric uptake regulation »). Lorsque le milieu n'est pas carencé en fer 
et que la protéine est complexée au fer ferreux, Fur est alors capable de se fixer sur 
une séquence consensus de 19 paires de bases appelée boîte Fur, ce qui inhibe la 
transcription du gène situé en aval. L'expression de très nombreux gènes est ainsi 
régulée, parmi lesquels les gènes responsables de la synthèse de l'entérobactine 
(69,70). Ainsi, en milieu riche en fer, les modifications post-traductionnelles des 
microcines sont inhibées.  
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 Par ailleurs, dans le système de synthèse de la microcine H47, une boîte Fur 
se trouve en amont du gène mchX et cause l'inhibition de sa transcription en présence 
de fer (9). Cependant, le rôle de ce gène étant inconnu, les conséquences d'une forte 
concentration en fer sur le système de production de la microcine H47 restent 
méconnues (hors interférence avec la synthèse d'entérobactine). 
 
 Ainsi, les principaux paramètres qui interfèrent avec la biosynthèse des 
sidérophores-microcines sont la présence d'acides aminés aromatiques et une forte 
concentration en fer qui limitent la synthèse d'entérobactine, et par là-même les 
modifications post-traductionnelles. 
 
 
 
IV. Mécanismes d’action 
 Les sidérophores-microcines sont des peptides antimicrobiens sécrétés par la 
bactérie productrice (E. coli ou K. pneumoniae) dans le milieu extérieur. Elles 
présentent une activité bactéricide contre des bactéries phylogénétiquement proches. 
Elles n'ont pas d'activité contre les champignons (Fusarium ou Candida) (107), ni 
contre les bactéries à Gram positif (Staphylococcus, Micrococcus ou Bacillus). Toutes 
présentent un effet antibiotique contre des souches de E. coli. Les microcines H47 et 
E492 sont actives contre des souches de S. enterica Typhimurium et S. enterica 
Enteritidis, mais seule la microcine H47 semble présenter une activité contre 
K. pneumoniae et E. cloacae (89,93,107).  
 Par conséquent, les sidérophores-microcines ciblent plutôt les entérobactéries 
susceptibles d'occuper les mêmes niches écologiques que la bactérie productrice. 
Cependant le panel de bactéries cibles testées reste faible et ne comprend souvent 
qu'une seule souche par espèce (89,93,107). Il conviendrait donc d'accroitre le nombre 
de bactéries testées comme cibles potentielles afin de préciser le spectre antibactérien 
des sidérophores-microcines. 
 Pour exercer leur activité antibiotique sur une bactérie cible, les 
sidérophores-microcines doivent être préalablement internalisés. Dans ce paragraphe, 
nous nous intéresserons tout d'abord à leur capture par les bactéries cibles, puis à leur 
mode d'action toxique. 
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1. Capture par la bactérie cible 
 Des expériences de mutagénèse dans des souches de E. coli ont montré que 
l'entrée des microcines E492, H47 I47 et M dans la bactérie cible passait par une 
interaction avec les récepteurs FepA, Fiu et Cir (9,93). Pour rappel, ces 3 récepteurs 
reconnaissent la DHBS, mais seul FepA interagit avec l'entérobactine (paragraphe III. 
4. c. du chapitre concernant E. coli Nissle). Une souche dépourvue de Fiu ou Cir 
présente la même sensibilité aux sidérophores-microcines qu'une souche sauvage 
(93). Par contre, une souche mutée pour FepA présente une moindre sensibilité, qui 
est accrue pour un double mutant fepAfiu ou fepAcir. Mais seule une souche de E. coli 
dépourvue des 3 récepteurs FepA, Cir et Fiu est totalement résistante (9,93), ce qui 
indique que les sidérophores-microcines peuvent utiliser les 3 récepteurs pour entrer 
dans le périplasme, même si FepA semble avoir un rôle prédominant. De même, chez 
Salmonella, c'est le récepteur IroN des salmochélines et DHBS qui est le récepteur 
principal des sidérophores-microcines, suivi par Cir et FepA (9).  
 Le mode d'action des sidérophores-microcines a ainsi été qualifié de « Cheval 
de Troie » (74,108) : elles pénètrent dans la bactérie cible en utilisant les récepteurs 
spécifiques des sidérophores grâce à leur modification post-traductionnelle par un 
groupement dérivé de l'entérobactine. A ce titre, une sidérophore-microcine « non 
modifiée », c'est à dire dépourvue de groupement dérivé de l'entérobactine ne devrait 
pas pouvoir pénétrer dans la bactérie cible et serait donc inactive. La littérature 
concernant l'activité éventuelle des sidérophores-microcines non modifiées est 
cependant contradictoire. 
 
 Une forme de microcine E492 non modifiée a pu être purifiée à partir de cultures 
en milieu contenant des acides aminés casaminés (inhibant la production 
d'entérobactine, voir paragraphe III. 2. précédent) comme source d'acides aminés. 
Son activité antibiotique a été comparée à celle de la forme modifiée. La forme 
modifiée est active sur davantage d'espèces bactériennes : E. cloacae et 
K. pneumoniae en plus de E. coli et S. enteritidis. De plus, les concentrations 
minimales inhibitrices sont 2 à 8 fois plus faibles avec la forme modifiée. La 
modification post-traductionnelle de la microcine E492 augmente donc sensiblement 
son activité antibiotique, mais la microcine non modifiée est décrite comme ayant une 
activité antibiotique intrinsèque (89,102). 
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 Une limite de ces études est qu'elles font appel à des formes purifiées et 
concentrées de microcines E492. Les concentrations testées pour établir la sensibilité 
aux microcines E492 modifiées ou non sont de 0,02 à 10 µM (89). Aucune donnée 
n'existe concernant les concentrations de microcines E492 synthétisées 
physiologiquement par la souche K. pneumoniae RYC492, et encore moins 
concernant les concentrations atteintes dans l'environnement immédiat des bactéries 
cibles. Il est donc difficile d'extrapoler l'activité in vivo d'une microcine à partir d'une 
concentration minimale inhibitrice qui est peut-être supra-physiologique. D'autre part, 
la microcine E492 non modifiée n'a aucune similarité structurelle évidente avec les 
sidérophores de la famille des catécholates qui pourrait expliquer qu'elle soit reconnue 
par les récepteurs spécifiques FepA, Fiu et Cir. Elle pourrait toutefois adopter une 
conformation tridimensionnelle lui permettant d'être reconnue par ces récepteurs (108). 
 
 Par ailleurs, cette interprétation d'une activité antibiotique de la microcine E492 
non modifiée est contredite par une étude de l'activité antagoniste d'une souche 
porteuse de l'îlot microcine E492, mais incapable de produire de l'entérobactine. En 
effet, une souche de E. coli porteuse de l'îlot microcine E492 mais mutée pour entC 
ou entF produit une microcine E492 non modifiée, mais n'exerce pas d'effet 
antagoniste sur une bactérie cible (Figure 19) (109). L'activité antibiotique est évaluée 
en mettant en contact une goutte de concentration calibrée en bactérie productrice de 
microcines avec un tapis de bactéries sensibles. L'effet antagoniste est déterminé par 
la mesure du diamètre du halo d'inhibition éventuel autour de la bactérie productrice. 
Ce test se rapproche davantage des conditions in vivo de compétition entre les deux 
bactéries. 
 
Figure 19 : Production de microcine E492 inactive par des bactéries portant des 
mutations dans les gènes de synthèse de l'entérobactine. 
Des aliquots de cultures liquides de souches de E. coli sauvage (wt), dépourvue du gène entC 
(entC-) ou entF (entF-) portant le système de production de la microcine E492 (pJEM15) ont 
été déposés sur un tapis de bactéries sensibles (E. coli BL21). L'activité est évaluée par les 
diamètres des halos d'inhibition de croissance. D'après Mercado G. et al. (109) 
pER307A as the template and the primers T7 and DomAR (5!TGGCGCTTA
TGCCTTCAGTT3!). A construct with an E750A mutation in domain A of EntF
was constructed by site-directed mutagenesis, using a QuikChange mutagenesis
kit from Stratagene following the conditions suggested by the manufacturer, with
an extension time of 16 min. The template used was pER311, and the primers
employed were A-E750A-F (5!GGCCCGACGGCAGCGGCGGTA3!) and
A-E750A-R (5!TACCGCCGCTGCCGTCGGGCC3!). The resulting plasmid
was introduced into an entF strain, and mutants defective in enterochelin pro-
duction were selected on chrome azurol S (CAS) plates and recloned into
pACYC184 as described above for pACYC-EntF. All constructs were fully
sequenced. Standard techniques for cloning, electroporation, restriction analysis,
and plasmid and chromosomal DNA preparations were performed as described
previously (2, 32, 39).
Growth conditions and MccE492 activity assay on plates. Bacterial growth was
performed as previously described (24, 25, 45), with antibiotics used at the
following concentrations: ampicillin, 100 "g/ml; kanamycin, 50 "g/ml; strepto-
mycin, 20 "g/ml; tetracycline, 50 "g/ml; and chloramphenicol, 50 "g/ml.
Activity in plates was determined by mixing an aliquot of 0.2 ml of 2 # 107
cells/ml of the sensitive E. coli strain grown in LB (with the corresponding
antibiotic) with 3 ml of soft agar and overlaying the mixture onto LB plates.
Three-microliter aliquots of overnight cultures were seeded onto these plates,
and the presence of active MccE492 was detected by the formation of growth
inhibition halos. A lawn of the sensitive E. coli strain BL21(DE3) was routinely
used as the indicator strain. Depending on the size of the inhibition halo pro-
duced, in almost all cases the activity was assigned to one of the following three
categories: low ($), medium ($$), and high ($$$). The evaluation of activity
was performed after the observation of 6 to 20 inhibition halos for each case.
This semiquantitative assay is comparative, and for comparison criteria, the
activity produced by E. coli pJAM434 was considered low ($), that by S. enterica
np133 was considered medium ($$), and that by S. enterica pJAM434 was
considered high ($$$). There were two special cases in which the activity,
although very low, was detectable by visual inspection, and the results were
expressed as %.
CAS plates were prepared as described by Schwyn and Neilands (41). When
chrome azurol binds to iron, a blue color is produced in the plates. Siderophore
production was detected by the appearance of a yellow halo around the colonies
after 24 h of incubation.
MccE492 purification, PAGE, and immunoblotting. MccE492 was extracted
from 500 ml of supernatant of cultures of E. coli VCS257/pJEM15 or from
different ent-defective hosts carrying pJEM15, using a similar procedure to one
described previously (43). Cells were grown at 37°C in M9 medium supple-
mented with citrate and glucose (34) with shaking at 220 rpm for 20 h, and the
supernatant was collected by centrifugation at 17,000 # g for 30 min. The
supernatant was loaded onto a Sep-Pak C8 cartridge (Waters) previously equil-
ibrated with 5 ml of 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) in nanopure water. The
cartridge was washed with 5 ml 30% acetonitrile (ACN)-0.1% TFA, and
MccE492 was eluted with 5 ml of 40% ACN-0.1% TFA. Polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE) was carried out under the conditions described by
Scha¨gger and von Jagow (40), and nitrocellulose membranes (Millipore) were
used for immunoblot transference (2 h at 100 V and &20°C; chilled 25 mM
Tris-HCl–190 mM glycine–20% methanol was used as transfer buffer). MccE492
was detected with a polyclonal antibody prepared in rabbits against the last 20
amino acids of the protein (antiserum dilution, 1:500) and with a horseradish
peroxidase-linked anti-rabbit goat antibody (Pierce) (dilution, 1:20,000). The
chemiluminescence reaction was performed in 100 mM Tris-HCl, pH 8.5, 1.25
mM luminol, and 0.2 mM p-coumaric acid. The reaction was started by the
addition of an aliquot of 30% H2O2 (final concentration, 0.01%). The membrane
was exposed to X-OMAT AR film (Kodak) for 2 to 5 min, depending on the
signal obtained.
Bioinformatic tools. The sequences of the crystallized proteins used in this
work were taken from their respective Protein Data Bank (PDB) files, using the
program Swiss-PDB Viewer V3.7 (http://expasy.org/spdbv). Sequence alignment
was performed with the AlignX module of the VectorNT19 program (Informax),
using the blosum62mt2 matrix under the standard conditions provided by the
software. Three-dimensional analysis of the structures was performed using the
VMD1.8.5 program (23), freely available at http://www.ks.uiuc.edu/Research
/vmd/.
MALDI-TOF mass spectrometry (MALDI-TOF-MS). Samples were analyzed
in a matrix-assisted laser desorption ionization–time of flight (MALDI-TOF)
mass spectrometer (Bruker Daltonics, Inc.) with '-cyano-4-hydroxycinnamic as
the matrix (10 mg/ml in ACN-0.1% formic acid [1:1 {vol/vol}]). Data acquisition
was performed in positive polarity and reflection mode, and the final spectra
corresponded to 10 scans of 40 laser shots in different points selected at random.
Calibration was carried out with an external standard, using a mix of peptides
between 5,000 and 20,000 Da (Bruker Daltonics Inc.).
RESULTS AND DISCUSSION
Production of active MccE492 requires the synthesis of en-
terochelin. Two strains of E. coli carrying mutations in genes
involved in enterochelin synthesis (entC and entF) were trans-
formed with pJEM15, a plasmid that encodes the MccE492
system. The resulting strains did not produce antibacterial ac-
tivity on a sensitive lawn (Fig. 1A). The lack of activity was not
due to the absence of synthesis or secretion of MccE492 but
rather to the production of an inactive form, as established by
immunoblotting of purified samples from supernatant cultures
of these strains (Fig. 1B). These samples did not present an-
tibacterial activity even at protein concentrations equivalent to
or higher than those in preparations obtained from the wild-
type host. The mass of MccE492 isolated from the ent mutant
strains was determined by MALDI-TOF-MS and corre-
sponded to that of the unmodified form (7,887 Da), which had
the N terminus cleaved at the double-glycine-type motif during
export (24; M. Tello and R. Lagos, unpublished results). The
lesser secreted amount of unmodified MccE492 than of the
active form was consistently found in several preparations, but
the cause of this effect remains to be determined. The absence
of posttranslational modification has also been observed for
MccE492 exported by an aroB strain, with a host mutation that
affects the synthesis of enterochelin (44), but there is no report
about its activity. The lack of antibacterial activity in hosts
defective in enterochelin production (entA and entF mutants)
has been reported for MccH47 (3), and due to similarity with
MccE492 in the maturation genes and in the C-terminal re-
gion, this bacteriocin probably undergoes the same posttrans-
lational modification (36).
Enterochelin is needed as a precursor of the structural vari-
ant salmochelin (6, 21), which is used for the modification of
MccE492 at serine 84 (43). Salmochelins are derivatives of
enterochelin that are mono-, di-, or triglucosylated on the
2,3-dihydroxybenzoyl units by the action of the C-glycosyltrans-
ferase IroB (16). The MceC maturation protein of the
MccE492 system is homologous to IroB, and a mutant inmceC
FIG. 1. Production of inactive MccE492 in hosts carrying muta-
tions in genes involved in the synthesis of enterochelin. (A) Aliquots (3
"l) of liquid cultures of E. coli VCS257 (wt), E. coli H5311 (entC), and
E. coli ER1100A (entF) carrying the MccE492 producer system
pJEM15 were seeded on a lawn of sensitive cells [E. coli BL21(DE3)],
and activity was assessed by the appearance of growth inhibition halos.
(B) Sodium dodecyl sulfate-PAGE and immunoblotting of samples of
MccE492 purified from the strains mentioned in panel A (lane 1, entC
mutant; lane 2, entF mutant; lane 3, wild type).
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 Des résultats similaires ont été obtenus avec des souches portant l'îlot 
microcine E492 mutées pour les gènes responsables des modifications 
post-traductionnelles mceC, mceI ou mceJ : ces souches perdent leur capacité à 
former un halo d'inhibition de croissance sur un tapis de bactéries sensibles (95). Ainsi, 
une souche incapable de modifier la microcine E492 après la traduction perd son 
activité antagoniste. Une observation similaire avait été réalisée concernant l'absence 
d'activité antibiotique d'une souche portant l'îlot microcine H47 mais incapable de 
synthétiser de l'entérobactine (101).  
 
 La question de l'activité éventuelle des formes de microcines E492, H47, I47 et 
M dépourvues de modification post-traductionnelle reste donc sans réponse définitive. 
Un élément décisif pourrait être l'étude de l'interaction entre ces microcines et les 
récepteurs FepA, Fiu et Cir (étude cristallographique par exemple) de façon à établir 
les groupements clés dans cette reconnaissance. Néanmoins, il est établi que la 
modification post-traductionnelle avec un groupement sidérophores augmente 
considérablement l'effet antibiotique des microcines. 
 
 
2. Cibles cellulaires 
 Si les sidérophores-microcines sont toutes internalisées dans le périplasme de 
la bactérie cible grâce aux récepteurs FepA, Fiu et Cir, le mécanisme de leur activité 
toxique et leurs cibles cellulaires diffèrent. Seules deux sidérophores-microcines ont 
été étudiées à cet égard, les microcines E492 et H47. 
 
 Le mécanisme d'action de la sidérophore-microcine E492 a été le plus 
abondamment étudié. Elle exerce son activité bactéricide en formant des canaux 
sélectifs des cations dans la bicouche lipidique de la membrane interne, ce qui induit 
à la fois une perméabilisation et une dépolarisation de cette membrane interne (110). 
Comme la microcine E492 est une petite protéine, il a été rapidement suspecté qu'elle 
ne puisse pas former seule un canal dans la membrane interne, mais qu'elle s'associe 
avec des protéines de la bactérie cible pour créer une structure toxique.  
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 Un rôle du complexe protéique TonB/ExbB/ExbD enchâssé dans la membrane 
interne a été étudié. Pour rappel, il est impliqué dans le transfert l'énergie de la force 
protomotrice de la membrane interne vers la membrane externe permettant 
notamment la capture des sidérophores par les récepteurs FepA, Fiu et Cir (voir 
paragraphe III. 4. c. du chapitre concernant E. coli Nissle). Une souche déficiente pour 
TonB devient résistante à la sidérophore-microcine E492 (90,93,107). Cependant, le 
rôle de TonB n'est pas ici de fournir l'énergie nécessaire à l'internalisation de la 
microcine. En effet, une souche déficiente pour TonB mais dont la membrane interne 
a été perméabilisée pour permettre l'entrée de la microcine E492 dans le périplasme 
est résistante à l'effet antibiotique (95). D'autre part, une souche mutée uniquement 
pour la partie périplasmique de TonB qui interagit avec les récepteurs FepA, Fiu et Cir 
reste sensible à la sidérophore-microcine E492 (111). La conclusion de ces deux 
études est que TonB intervient dans l'ancrage de la microcine E492 dans la membrane 
interne ou la dépolarisation subséquente (Figure 20) (95,107,111).  
  
 
Figure 20 : Mode d'action de la microcine E492. 
La microcine E492 est reconnue par les récepteurs des sidérophores de la famille des 
catécholates FepA, Cir et Fiu. Une fois dans le périplasme, elle s'intègre dans la membrane 
interne et interagit avec le complexe ManYZ de la perméase du mannose et TonB. Cela 
entraîne une perméabilisation de la membrane aux cations et une dépolarisation (DY). D'après 
Rebuffat S. (112) 
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Figure 2 Mechanisms of action of Trojan horse microcins
Synthetic scheme of the mechanisms of action of the siderophore-microcin E492, the lasso-peptide microcin J25 and the
nucleotide-peptide microcin C.
making it a good candidate for further applications. Microcin
J25 has been proposed to require FhuA, an outer-membrane
iron transporter (the actual receptor for ferrichrome, a
hydroxamate siderophore) for activity [23]. We therefore
examined in vivo and in vitro the interaction between FhuA
and the microcin, using the mature active lasso-microcin
J25 and the cleaved form obtained by thermolysin digestion,
where the Val11–Pro16 β-hairpin loop is opened, but the
tail is maintained trapped into the ring. This cleaved form
loses almost entirely the initial activity of the antimicrobial
peptide. In vivo, requirement of both the outer-membrane
receptor FhuA and the TonB–ExbB–ExbD inner-membrane
complex is essential for microcin J25 activity, as strains
mutated in the proteins FhuA, TonB and ExbB–ExbD are
resistant to the microcin [24]. Moreover, MccJ25 blocks
phage T5 infection of E. coli by inhibiting phage adhesion,
indicating that the microcin prevents the interaction between
the phage and its receptor FhuA. The in vivo effects
are confirmed in vitro, as microcin J25 inhibits phage T5
DNA ejection triggered by purified FhuA. In addition,
size-exclusion chromatography and isothermal titration
calorimetry demonstrate the direct interaction between the
microcin and FhuA. In similar conditions, the thermolysin-
cleaved microcin is unable to bind FhuA and prevent phage
T5 infection in E. coli, indicating that the β-hairpin loop
is involved in the recognition step of the mechanism of
action. When in the periplasmic space, microcin J25 needs
interaction with the inner-membrane protein SbmA [25].
The precise role of the SbmA protein, which has also been
shown to be required for the activity of proline/arginine-
rich antimicrobial peptides from eukaryotes [26], has not
been clarified. It presumably allows crossing of the inner-
membrane by microcin J25. The intracellular target of
microcins J25 is RNAP. The lasso-microcin binds in the
secondary channel that directs NTP substrates towards
the RNAP active site, provoking its obstruction in a cork-
in-the-bottle fashion [27–29] and therefore blocking
transcription (Figure 2). However, in addition to this
enzyme inhibition, microcin J25 targets mitochondria and
the respiratory chain at higher concentrations [2,30]. It is
not known at present how these two different mechanisms
are associated or combined to more efficiently kill the target
bacteria.
Microcin J25 is apportioned into two regions, the ring and
tail region and the Val11–Pro16 β-hairpin loop, each of them
having a particular role in the mechanism of antibacterial
activity [24,31]. The loop is involved in recognition by
the receptor FhuA (see above), and the ring and tail
C⃝The Authors Journal compilation C⃝2012 Biochemical Society
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 A l'inverse, une délétion de ExbB et ExbD est sans effet sur la sensibilité aux 
sidérophores-microcines (le test ayant été également réalisé pour les microcines H47 
et M), probablement en raison d'une suppléance par les protéines TolQ et TolR, dont 
il avait été déjà montré qu'elles pouvaient complémenter ExbB et ExbD en ce qui 
concerne la sensibilité de souches de E. coli à certaines colicines (93,107). 
 
 Par ailleurs, il a été montré par des expériences de mutagénèse, que le 
complexe protéique enchâssé dans la membrane interne ManY-ManZ est nécessaire 
pour la sensibilité à la microcine E492. Ce complexe a été initialement décrit avec la 
protéine cytoplasmique ManX pour former la perméase du mannose, impliqué dans 
l'internalisation du mannose et autres hexoses. La dépolarisation de la membrane 
interne en réponse à la microcine E492 n'est plus observée chez une souche mutante 
pour ces deux protéines ManY-ManZ, qui est d'ailleurs totalement résistante (Figure 
20) (113). Dans cette étude, il a été également démontré que la partie C-terminale du 
précurseur peptidique MceA n'était impliqué que dans la reconnaissance de la 
microcine par les récepteurs de la membrane externe (via le couplage avec l'entité 
sidérophore). Elle n'est pas nécessaire pour l'insertion dans la membrane interne, ni 
pour l'activité toxique (113). 
 
 Le mode d'action de la sidérophore-microcine H47 a été étudié en utilisant l'îlot 
génomique de la souche E. coli H47. Il a tout d'abord été observé qu'une souche 
n'exprimant que le gène codant le précurseur peptidique MchB n'était pas viable, par 
phénomène d'auto-toxicité. Cependant, certains clones présentant des mutations de 
l'ATP synthase étaient capable de pousser (114). Des expériences de mutagénèses 
et complémentations ont ensuite prouvé que la structure nécessaire pour l'activité 
antibactérienne de la microcine H47 était la pompe à protons F0 de l'ATP synthase et 
non pas l'unité catalytique F1 (115). Il est supposé que la microcine H47 provoquerait 
l'entrée non régulée de protons en interagissant avec la pompe F0.  
 Comme pour la microcine E492, la protéine TonB est essentielle à la sensibilité 
de la bactérie cible à la microcine H47 (93,114). Cependant, aucune étude ne s'est 
intéressée à l'intervention précise de cette protéine dans l'activité toxique de la 
sidérophore-microcine : permet-elle le transfert d'énergie nécessaire à l'internalisation 
de la sidérophore-microcine H47, ou permet-elle son activité toxique après 
l'internalisation comme pour la microcine E492 ? 
 65 
3. L'énigme E. coli Nissle 
 E. coli Nissle, comme les souches CFT073 et ABU83972 possède un îlot 
sidérophores-microcines tronqué, dépourvu des gènes mcmL/mchA et mcmK/mchS1 
(Figure 16). Des gènes homologues, iroB et iroD respectivement, sont présents sur le 
même îlot génomique I (Figure 14) (9,94), mais leur rôle dans la synthèse des 
microcines H47 et M de E. coli Nissle n'a jamais été étudié.  
 Par ailleurs, l'analyse par spectrométrie de masse de surnageants de cultures 
de E. coli Nissle a révélé la présence d'ions de m/z correspondant uniquement aux 
précurseurs peptidiques des microcines M et H47. En l'absence de certains gènes 
impliqués dans les modifications post-traductionnelles, il est donc suspecté que E. coli 
Nissle ne synthétise pas de sidérophores-microcines stricto sensu, mais seulement 
des microcines non modifiées. Les protéines IroB et IroD ne suppléeraient donc pas 
l'absence de McmL et McmK (93). 
 Cette hypothèse de la production de microcines non modifiées par E. coli Nissle 
est à l'origine d'un paradoxe. En effet, comme nous l'avons mentionné dans le 
paragraphe IV. 1. de cette section concernant les sidérophores-microcines, la 
sidérophore-microcine H47 a besoin, pour exercer une activité antibiotique d'être 
couplée à un dérivé de l'entérobactine. Une souche E. coli H47 incapable de produire 
ce sidérophore perd son activité, sans que la synthèse du précurseur MchB soit 
affectée (101). La microcine H47 non modifiée de E. coli Nissle serait donc inactive. 
Aucune donnée ne permet de statuer quant à l'activité d'une microcine M non modifiée. 
Or, dans un test d'activité antagoniste utilisant une souche sensible à l'effet des 
sidérophores-microcines H47 et M, seul un plasmide portant les 2 gènes d'immunité 
mchI et mcmI protège de l'activité antibiotique de E. coli Nissle (9). La microcine H47 
produite par E. coli Nissle possède donc une activité antagoniste.  
 Une explication à ce paradoxe, serait que E. coli Nissle produit bien des 
sidérophores-microcines mais que les techniques d'analyses chimiques sont prises en 
défaut pour leur caractérisation, d'autant plus que les concentrations produites sont 
probablement très faibles (93). Cette question de la synthèse de 
sidérophores-microcines par E. coli Nissle sera au cœur du travail expérimental de 
cette thèse. 
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L’îlot pks 
 
 L'îlot pks porté notamment par la souche E. coli Nissle a été caractérisé pour la 
première fois au sein du laboratoire « Pathogénie et commensalisme des 
entérobactéries » (11). Dans cette partie, nous aborderons tout d'abord le rôle de cet 
îlot génomique dans la synthèse de la colibactine et les conséquences de la production 
de cette génotoxine. Puis nous envisagerons les rôles plus récemment décrits de l'îlot 
pks dans la production d'autres métabolites secondaires.   
 
 
I. Généralités 
1. Le système génétique de l'îlot pks 
 L'îlot pks est un îlot génomique de 54 kilobases (kb) renfermant 19 gènes (de 
clbA à clbS) (Figure 21). Ces derniers codent la chaîne d'assemblage de type 
PKS-NRPS qui synthétise la colibactine. Cette machinerie renferme (11,116,117) : 
• une PPTase : ClbA 
• trois PKS : ClbC, ClbI et ClbO 
• trois NRPS : ClbH, ClbJ et ClbN 
• deux hybrides PKS-NRPS : ClbB et ClbK 
• une pompe à efflux : ClbM (118) 
• les enzymes accessoires ClbD, ClbE, ClbF, ClbG, ClbL et ClbQ  
• une protéine supposément impliquée dans la régulation et possédant un motif 
de liaison à l'ADN : ClbR 
• une protéine de résistance à l'activité génotoxique de la colibactine : ClbS (119) 
 
 Trois gènes codant des transposases et un codant une intégrase flanquent l'îlot 
pks, témoin de la mobilité passée de l'îlot génomique (11).  
 L'étude de la transcription de l'îlot pks par RT-PCR a révélé sept transcrits, dont 
quatre polycistroniques. Ces polycistrons comprennent les gènes clbC à clbG (6,3 kb), 
clbI à clbN (23,3 kb), clbO à clbP (3,9 kb) et clbR à clbA (0,9 kb) (120). 
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Figure 21 : L'îlot pks 
D'après Taïeb F. et al. (116) 
 
 
2. Distribution de l'îlot pks 
 Au sein de l'espèce E. coli, l'îlot pks a été quasi exclusivement retrouvé dans 
des souches du phylogroupe B2 (11,121,122). Il est absent des souches K12 de 
laboratoire et des souches pathogènes intestinales (122). Il a également été mis en 
évidence dans des souches européennes de K. pneumoniae (3,5%, n=141), 
Enterobacter aerogenes (27,3%, n=11) et Citrobacter koseri (n=1). La séquence de 
l'îlot pks est très conservée parmi ces entérobactéries (98% d'identité de séquences 
nucléotidiques) (122).  Fait intéressant, il semble y avoir des disparités géographiques 
importantes dans la prévalence de l'îlot pks parmi les souches de K. pneumoniae. En 
effet, près de 17% des isolats cliniques taïwanais de K. pneumoniae hébergent cet îlot 
(n=400) (123). La prévalence de l'îlot pks atteint 25% des souches de bactériémies à 
K. pneumoniae en Chine (124) et à Taïwan (125). Ceci est probablement lié à la 
surreprésentation de l'îlot pks dans le sérotype hypervirulent K1 qui est le plus fréquent 
dans ces pays, mais minoritaire en Europe.  
 Des homologues de l'îlot pks ont également été découverts dans les génomes 
d'une souche de Pseudovibrio isolée de coraux (126) et de Frischella perrara, bactérie 
commensale du tube digestif de l'abeille (127).  
Downloaded from www.asmscience.org by
IP:  193.54.110.33
On: Sat, 18 Mar 2017 11:09:57
Interestingly, Guidi et al showed that S. Typhimurium-
infected epithelial cells could release, via an anterograde
transport, extracellular OMV-like vesicles containing
typhoid toxin that could intoxicate bystander cells via a
dynamin-dependent endocytosis pathway and retrograde
transport through the Golgi complex (105).
CDT, a Virulence Factor
The fact that CDT is expressed primarily by pathogens
argues for a role of this toxin in virulence. Indeed, when
administered intravenously in mice, the typhoid toxin
recapitulates most of the acute symptoms of typhoid fe-
ver. Disruption of the DNase activity carried by the CdtB
subunit of the holotoxin abolishes the symptoms as well
as animal death and prevents the sharp decrease in white
blood cell count, thus demonstrating the role of the CdtB
and its associated DNase activity in bacterial virulence
of S. Typhi (103). CDT was also shown to be required
for persistence of Helicobacter hepaticus infected mice
(106, 107) and was also demonstrated to promote a NF-
κB proinflammatory response and hepatocarcinogene-
sis in a model of susceptible A/JCr mice (108). Similarly,
S. Typhimurium expressing the active typhoid toxin
caused an enhanced inflammation in liver and spleen
of an infected mouse whereas the isogenic CdtB mutant
did not (105). Administration of S. dysenteriae CDT from
culture supernatant or partially purified CDT prepara-
tion were associated with watery diarrhea and induced
epithelial damage in the colon of treated mice more
often than CDT-negative preparation (24). In C. jejuni,
wild-type CDT was shown to favor colonization in
C57BL/6 mice and to induce more severe gastritis com-
pared with CDT mutant (109). CDT is required for ef-
ficient colonization of H. hepaticus in Swiss mice (106).
However, the scarcity of in vivo experiments studying
CDT-producing bacteria in the intestinal context renders
it difficult to evaluate the actual role of this toxin in gut
colonization and pathogenesis. Moreover, whether the
bacteria could benefit from inducing DNA damage in the
host cell remains unclear. CDT has been proposed to
exhibit immunosuppressive function since it exerts cy-
totoxic activity toward B and T cells (12, 14). Such in-
hibitory effect on immune cells of the gastrointestinal
tract is an attractive hypothesis but lacks experimental
support.
COLIBACTIN
Colibactin, a Potent Genotoxin
Almost 20 years after the discovery of CDT, a second
genotoxin named colibactin was discovered. Colibactin
is a polyketide nonribosomal peptide hybrid compound
produced by several species of Enterobacteriaceae. It was
first identified in 2006 in an extraintestinal pathogenic
E. coli (ExPEC) strain isolated from neonatal meningitis
(110). This secondary metabolite is produced by the clbA-
S genes present in the 54-kb pathogenicity pks island.
This gene cluster codes for a biosynthetic machinery
constituted with nonribosomal peptide and polyketide
synthases (NRPS and PKS), together with accessory and
tailoring enzymes (Fig. 6). Originally identified as in-
ducing a megalocytosis phenotype 3 days after a transient
infection assay of eukaryotic cells (Fig. 1), colibactin
was shown to provoke DSBs in the host cell nucleus as
demonstrated by comet assay (revealing DNA fragmen-
tation) and phosphorylation of histone H2AX (a marker
of DSBs). The genotoxic activity of colibactin is depen-
dent on a direct host cell-bacteria interaction and cannot
be recovered from culture supernatant, killed bacteria,
or bacterial lysate (110). Together, these observations
suggest that colibactin is a highly reactive and unstable
product precluding its purification and/or that contact
Figure 6 The pks island. The pks genomic island contains 19 genes (clbA to clbS) encoding polyketide synthases (PKS, orange), nonribosomal
peptide synthases (NRPS red), hybrid PKS-NRPS (orange/red) and genes with unknown function (black). Other “accessory” enzymes and
proteins are encoded by clbA (phosphopantetheinyl transferase), clbM (efflux pump), clbP (peptidase) and clbS (resistance protein).
ASMScience.org/EcoSalPlus 9
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 Dans les souches de E. coli du phylogroupe B2, l'îlot pks est inséré au niveau 
du locus asnW. Il est toujours retrouvé à proximité du HPI situé au locus asnT 
permettant la synthèse de yersiniabactine (la réciproque n'est pas vraie) (11,122). De 
12 à 33% des souches de E. coli isolées de selles d'adultes ou d'enfants portent l'îlot 
pks (11,121,128,129), alors que près de 50% des souches fécales appartiennent au 
phylogroupe B2 dans les pays industrialisés (7). A trois jours de vie, environ 15% des 
nouveaux-nés sont porteurs d'une souche hébergeant l'îlot pks (130). Outre ce portage 
asymptomatique, l'îlot pks est présent dans près de 40% des souches d'ExPEC (121) 
et dans 30 à 50% des souches de E. coli responsables d'urosepsis (129,131). 
 
 
II. Synthèse de la colibactine  
 La colibactine est un composé de type PK-NRP produit par une machinerie 
complexe sous la forme d'une précolibactine non génotoxique qui est activée par 
clivage de son motif N-terminal dans le périplasme (132,133). Le processus de 
synthèse de la précolibactine n'est pas totalement élucidé. La Figure 22 représente 
un des derniers modèles proposés. 
 La synthèse de précolibactine requiert tout d'abord l'activation des enzymes 
PKS et NRPS par la PPTase ClbA. La NRPS ClbN utilise ensuite l'asparagine et pour 
générer le motif « prodrogue » N-myristoyl-D-asparagine. ClbB ajoute une L-valine ou 
L-alanine puis incorpore un groupement malonylCoA (133,134). La synthèse se 
poursuit par l'ajout successif de malonylCoA ou d'acides aminés par les différents 
modules de la chaine d'assemblage ClbC, ClbH, ClbI, ClbJ et ClbK. ClbH et ClbI 
permettent la formation du motif cyclopropane par l'incorporation de l'acide aminé non 
protéinogène S-adénosylméthionine (135–137). 
 En parallèle, ClbD, ClbE, ClbF et un domaine A de ClbH génèrent une unité 
inhabituelle, l'aminomalonyl que ClbG transfère à ClbK pour incorporation à la 
colibactine en cours de synthèse (138,139). Il est à noter que ClbG peut transférer des 
unités aminomalonyl à toutes les enzymes PKS de la chaîne d'assemblage, ce qui 
suggère que ce motif pourrait être retrouvé plusieurs fois dans la colibactine finale 
(139,140). 
 
 
 69 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 22 : Modèle de biosynthèse de la précolibactine 
Modifié d'après Shine E. et al. (141) 
 
  La dernière étape majeure dans la synthèse de la précolibactine est 
l'incorporation des 2 noyaux thiazoles. La NRPS ClbJ intègre un groupement thiazoline 
à partir de la L-cystéine. Le domaine oxydase de ClbK le convertit en thiazole et greffe 
un second groupement thiazole à partir de la L-cystéine (142,143). 
 Les rôles de ClbL, ClbO et ClbQ n'ont pas encore été élucidés. Il a été proposé 
que la PKS ClbO ajoute un nouveau groupement aminomalonyl (139–141). Une 
motif cyclopropane 
unité 
aminomalonyl 
noyau thiazole 
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analyse in silico révèle que ClbL est une amidase, mais son rôle précis reste inconnu 
(11). ClbQ pourrait être une thioestérase de type II impliqué dans la libération de la 
précolibactine. Cependant, elle ne libèrerait pas seulement la précolibactine finale, 
mais également des formes intermédiaires (140). 
 
 La structure finale de la précolibactine produite par la chaîne d'assemblage 
demeure inconnue. Ce métabolite inactif est exporté dans le périplasme par le 
transporteur ClbM de type « multidrug and toxic compound extrusion » (MATE) (118). 
 La maturation en colibactine est alors assurée par la peptidase ClbP qui clive le 
motif N-myristoyl-D-asparagine. Le site catalytique N-terminal de cette peptidase est 
périplasmique et il est ancré à la membrane interne par trois hélices 
transmembranaires (132,144). Ces dernières sont indispensables à l'activité 
catalytique, probablement car elles assurent une conformation tridimensionnelle 
adéquate du site enzymatique (133,144). Cette activation de la précolibactine en 
colibactine, à l'extérieur du cytoplasme est probablement un système de protection de 
la bactérie sécrétrice contre des phénomènes d'auto-toxicité (Figure 23) (133). Les 
modalités d'export de la colibactine hors de la membrane externe restent inconnues. 
 
Figure 23 : Protection de la souche productrice de colibactine contre 
l'auto-toxicité 
D'après Bossuet-Greif N. et al. (119) 
lation of non-growing bacteria escapes the lethal action of
antibiotics without acquiring heritable resistance (Balaban
et al., 2004). It was shown that persistence can be medi-
ated by the SOS response, providing a mechanism of
survival upon DNA-damage (Dörr et al., 2009). The SOS
response has also been shown to induce a prolonged
senescence-like state in E. coli cells sustaining spontane-
ous DNA damage (Pennington and Rosenberg, 2007).
Senescence is triggered in mammalian cells exposed to
colibactin (Secher et al., 2013; Cougnoux et al., 2014;
Dalmasso et al., 2014). Senescence is regarded in eukary-
otes as a programmed cellular response to DNA damage
that suppresses proliferation of potentially mutated cells. In
E. coli enduring colibactin-inflicted damage, induction of
SOS followed by replication arrest could represent a similar
mechanism to cease replication of genetically damaged
bacterial cells. The analogous responses of the clbS
mutant E. coli and the eukaryotic cells may also relate to
the type of DNA damage induced by colibactin. Indeed
DNA cross-links present a unique challenge for the bacte-
rial or eukaryotic cell to repair and a major senescence
inducer in mammalian cells (Grillari et al., 2007).
The drug-binding property of the ClbS protein
(Kunzmann and Sieber, 2012), the SOS-response activa-
tion, the autotoxicity phenotype and increased sensitivity
of a uvrB mutant in a clbS background, together with the
protection of HeLa cells expressing GFP-ClbS, support
the hypothesis that ClbS is a colibactin resistance protein.
We propose that ClbS can sequester, or modify colibactin
and thereby prevent self-inflicted DNA-damage. Such
resistance proteins are common in antibiotic-producing
microorganisms. For example, two resistance proteins
have been characterized in Streptomyces sp. producing
the peptide-polyketide antitumor antibiotic bleomycin, the
BlmA sequestering protein and the N-acetyl-transferase
BlmB that acetylates and inactivates bleomycin (Galm
et al., 2005). Kunzmann and Sieber (2012) could not
detect any esterase, peptidase or protease activity in the
ClbS protein, suggesting that ClbS would rather act as a
colibactin-sequestering protein. Our results also indicate
that ClbS protective function is specific to colibactin, as
ectopic expression of GFP-ClbS did not protect HeLa
cells against the DNA-cleaving activity of bleocin. In addi-
tion, the pClbS plasmid did not confer any resistance to a
variety of antibiotics, including the DNA-damaging drugs
bleocin, ciprofloxacin and mitomycin-C (data not shown).
We propose a putative model in which ClbS functions
as a backup for the prodrug assembly and efflux mecha-
nisms, to confer a robust protection system to the produc-
ing bacteria (Fig. 8). Following synthesis by the NRPS–
PKS enzymes, the inactive precolibactin equipped with an
N-terminal acylated D-asparagine is secreted to the peri-
plasm, possibly by the putative efflux pump ClbM. The
peptidase ClbP cleaves the prodrug to release the active
colibactin ‘warhead’ in the periplasm, away from the
genomic DNA. This prodrug assembly strategy with cleav-
age of an acylated D-asparagine to produce active drugs
upon secretion is also found in other NRPS and hybrid
PKS-NRPS antibiotic biosynthesis pathways, such as
xenocoumacin, amicoumacin and zwittermicin (Reimer
et al., 2011). Bacterial resistance during the biosynthesis
of intracellular toxic compounds typically involves multiple
mechanisms in combination (Cundliffe and Demain,
2010). Indeed the producing bacteria have also to cope
with the previously exported drug that might reenter into
the producer, and with exogenous drug produced by
sibling bacteria. ClbS could thus function as a comple-
mentary protection component, where the prodrug activa-
tion mechanism is ineffective against active genotoxin
(re)entry. Microorganisms that synthesize DNA-damaging
drugs develop such complementary self-protection strat-
egies relying on drug sequestration or modification
together with efflux systems. For example, the antitumor
antibiotic mitomycin-C produced by Streptomyces laven-
dulae is synthesized as an inactive prodrug that is
sequestered by the small soluble resistance protein Mrd,
delivered to the Mct efflux pump, and deactivated by the
McrA resistance protein (Sheldon et al., 1997; 1999). Fol-
lowing efflux in the periplasm and cleavage by ClbP, the
Fig. 8. Putative model of suicide avoidance in
colibactin-producing E. coli. The NRPS-PKS enzymes,
post-translationally modified by the ClbA PPTase, synthesize
colibactin as a prodrug. The multidrug and toxic compound
extrusion (MATE family) efflux pump ClbM secretes the prodrug
into the bacterial periplasm, where the peptidase ClbP cleaves the
prodrug to release the active colibactin ‘warhead’. ClbS could
sequester or modify colibactin and thereby prevent DNA-damage.
Ultimately, the SOS-response and DNA nucleotide excision repair
system stands as the last-line of defense.
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 La protéine ClbS confère une résistance à la bactérie productrice de colibactine 
(Figure 23). D'ailleurs, ClbS protège à la fois les cellules eucaryotes et procaryotes de 
l'activité génotoxique de la colibactine (119). Cette enzyme séquestre la colibactine 
(119) et ouvre le noyau cyclopropane essentiel à l'effet génotoxique, donnant 
naissance à des produits inoffensifs (145). 
 
 
III. Impacts de la colibactine 
1. Relation structure-activité 
 Plus de dix ans après sa première description et malgré les travaux de plusieurs 
équipes de biochimistes, la structure exacte de la colibactine n'est pas encore élucidée. 
L'isolement et la caractérisation de ce composé posent de nombreux problèmes. En 
effet, l'activité génotoxique liée à la colibactine n'est pas observée si des cellules sont 
exposées à des surnageants de culture ou des lysats de bactéries productrices (11), 
ce qui indique que cette molécule est probablement instable. La nécessité d'un contact 
direct bactérie-cellule eucaryote pour l'effet génotoxique de la colibactine serait 
également expliquée par sa mauvaise diffusion au travers des membranes cellulaires 
(11,141). 
 Pour obtenir des informations sur la structure de la colibactine, des métabolites 
produits par des souches mutantes pour un gène de l'îlot pks ont été analysés. 
L'inactivation d'un gène dans la chaîne de biosynthèse entraîne l'accumulation des 
métabolites en amont de la mutation en quantité suffisante pour permettre leur étude. 
Le plus souvent, il s'agit de précolibactines moins instables que la colibactine active, 
issues de mutants dépourvus de la peptidase ClbP 
(134,137,139,140,142,143,146,147). Ces analyses ont abouti à la caractérisation 
d'intermédiaires de synthèse de structures variées, si bien que les auteurs s'accordent 
désormais pour parler de colibactines. « La » colibactine serait un mélange de 
composés réactifs partageant des structures-clés, plutôt qu'une molécule de structure 
unique (141,147,148).  
 
 Deux groupements déterminants pour l'activité génotoxique des colibactines ont 
été identifiés. Tout d'abord, le noyau spiro-cyclopropane électrophile (Figure 24) est à 
l'origine d'une probable alkylation de l'ADN conduisant à la formation d'adduits et de 
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ponts inter-brins d'ADN (135,148). Ces ponts ont été mis en évidence par interaction 
directe entre de l'ADN et une précolibactine possédant un noyau spiro-cyclopropane 
(146) ou des bactéries possédant l'îlot pks (149). La formation de ponts inter-brins 
d'ADN a également été observée dans des cellules eucaryotes mises en contact de 
souches possédant l'îlot pks (149). 
 L'autre groupement-clé est le motif bi-thiazole (Figure 24), dont il est suspecté 
qu'il pourrait être un intercalant de l'ADN, par analogie avec le noyau bi-thiazole de la 
bléomycine (142,143). 
  
Figure 24 : Modèle de précolibactine supposé 
L'action de la peptidase ClbP (site de clivage figuré par une flèche) sur une précolibactine 
supposée (A) conduit à la libération de N-myristoyl-D-asparagine (B) et de colibactine active 
possédant deux groupements déterminants pour son activité : le spiro-cyclopropane (encadré 
en rouge) et le noyau bi-thiazole (encadré en bleu). D'après Taïeb F. et al. (116) 
 
 La mise en évidence de la formation d'adduits et de ponts inter-brins de 
colibactine à l'ADN a ouvert la voie à une nouvelle méthode d'étude pour tenter 
d'élucider la structure de la (ou des) colibactine(s). Il ne s'agit plus d'étudier des 
précolibactines par l'intermédiaire de mutants de l'îlot pks, mais de caractériser les 
dérivés de la colibactine liés à l'ADN (148,150). Ces derniers sont probablement plus 
similaires aux colibactines produites physiologiquement que les métabolites 
précédemment étudiés, ce qui permettra peut-être à terme d'élucider la structure des 
colibactines. 
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plasmic membrane-bound ClbP protein with a D-amino
peptidase activity (127, 128, 129). Such prodrug strategy
is also observed with other polyketide biosynthetic path-
ways such as those of the antibiotics pre/zwittermicin
and pre/xenocoumacin (129, 130). It is believed that this
periplasmic prodrug activation serves as a self-resistance
mechanism. The pks island encodes an additional self-
resistance system, the ClbS protein (131). ClbS is not
required for colibactin synthesis but plays a protective
role for the bacterial producer from the genotoxin by
modifying or sequestering resi ual cytoplasmic active
colibactin (Fig. 7). Interestingly, ectopic expression of
ClbS in HeLa cells confers a partial resistance pheno-
type to colibactin-induced genotoxicity, suggesti g that
the genotoxin is actually injected into the host cell, pos-
sibly conveyed to the nucleus, to induce DNA damage
(131).
Structure and Activity of Colibactin
Although the high instability of the activated colibactin
has precluded its purification, the relatively stable pre-
colibactin intermediate biosynthesis derailment products
were recently characterized in clbP mutants, shedding
light on the colibactin “warhead” (122, 123, 132). Result-
ing from the cleavage of the prodrug, the colibactin
warhead is an electrophilic spiro cyclopropane ring sys-
tem similar to that found in the DNA-alkylating sec-
ondary metab lites such as illudins, duoca mycins, and
yatakemycin (Fig. 8) (133). Mass spectrometry analyses
Figure 8 Candidate precolibactin molecules synthetized by the pks biosynthetic pathway. Cleavage product released by the ClbP peptidase
(1) and precolibactins molecules (2 and 3) that were elucidated in clbP mutants, based on mass spectrometry and nuclear magnetic resonance
data. The electrophilic warhead, putative DNA intercalating motif, and the peptidase cleavage site are shown.
12 ASMScience.org/EcoSalPlus
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2. Phénotypes associés 
 Dans des cellules eucaryotes infectées par des bactéries porteuses de l'îlot pks, 
la liaison de la colibactine à l'ADN aboutit à la formation de ponts inter-brins d'ADN, 
puis de cassures de l'ADN double-brin (149). Ces cassures, tout comme les adduits à 
l'ADN ont été observées à la fois dans des lignées cellulaires in vitro (11,149) et dans 
des modèles murins de colonisation digestive (150,151). Ces dommages à l'ADN 
entraînent l'activation de la voie de signalisation ATM-Chk2-Cdc25, ce qui conduit à 
une phosphorylation de l'histone H2AX et un blocage du cycle cellulaire en phase 
G2/M (11). 
 Les conséquences pour les cellules infectées dépendent du nombre de 
cassures double-brin. Une quantité massive entraîne un arrêt irréversible du cycle 
cellulaire et une mort par apoptose (11,151). En cas de dommages plus faibles, l'arrêt 
du cycle cellulaire s'accompagne d'un phénomène de sénescence qui se traduit 
phénotypiquement par un agrandissement des cellules appelé mégalocytose (Figure 
25) (11). Ces cellules présentent un profil sécrétoire associé à la sénescence (SASP 
pour « senescent associated secretory profile »), c'est à dire qu'elles libèrent des 
cytokines pro-inflammatoires, des facteurs de croissance, des radicaux libres 
oxygénés et des protéases (152,153).  
 
 
 
Figure 25 : Effet cytopathique de la colibactine : la mégalocytose 
Des cellules HeLa sont infectées transitoirement avec une souche productrice de colibactine 
grâce à un chromosome bactérien artificiel portant l'îlot pks (pks+) ou une souche portant le 
chromosome artificiel vide (pks-). Elles sont ensuite lavées et incubées avec de la gentamicine 
pendant 72h avant d'être colorées au Giemsa. D'après Nougayrède JP et al. (11) 
 
Fig. S3: The pks-island was required for cytopathic activity. HeLa cells were transiently 
infected with extraintestinal pathogenic E. coli strain IHE3034 or labora ory strain DH10B 
then washed and incubated with gentamicin for 72 hours before staining with Giemsa. 
Engineered deletion of the whole pks-island in strain IHE3034 (IHE3034∆pks) abrogates 
the cytopathic activity. DH10B hosting a bacterial artificial chromosome bearing the 
complete pks-island (BAC pks) induces megalocytosis and proliferation arrest whereas 
DH10B hosting the BAC vector does not affect the cell . Bars r present 50 µm. 
 
 
 
 
11
pks+ pks- 
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 Pour une charge bactérienne compatible avec ce qui est observé in vivo pour 
la colonisation par une bactérie commensale, les cassures sont rapidement corrigées 
par des systèmes de réparation de l'ADN et le cycle cellulaire reprend. Cependant, 
une fraction de ces cellules conserve des dommages à l'ADN qui se traduisent par une 
instabilité chromosomique et une augmentation de la fréquence des mutations 
génétiques. Ces dernières peuvent conduire à une transformation oncogénique (151). 
 
 
3. Conséquences en santé humaine 
a. Colibactine et cancer 
 Dans les pays industrialisés, le portage intestinal de souches hébergeant l'îlot 
pks s'élève de 12 à 33% (voir paragraphe I. 2.). Comme celles-ci peuvent causer une 
instabilité génétique suite aux dommages à l'ADN qu'elles induisent, la question d'un 
lien entre colibactine et cancer, en particulier cancer colorectal, s'est rapidement posée 
(11,151). L'étude de biopsies montre la présence de souches de E. coli porteuses de 
l'îlot pks chez 55 à 67% des patients atteints de cancer colorectal, contre moins de 20% 
de souches pks+ chez les patients contrôles (14,15).    
 Dans un modèle de souris axéniques, des souches productrices de colibactine 
contribuent à la survenue d'un cancer colorectal dans un contexte inflammatoire (14). 
Au niveau mécanistique, le SASP induit par la colibactine peut favoriser la croissance 
des cellules tumorales par sécrétion de facteur de croissance hépatocytaire (153). La 
prolifération cellulaire induite par la sécrétion de facteurs de croissance ne concerne 
pas seulement les cellules infectées, mais également les cellules non infectées 
avoisinant les cellules sénescentes suite à l'infection (154).  
 S'il a été montré que dans des modèles murins prédisposés au cancer 
colorectal, des souches porteuses de l'îlot pks aggravent la sévérité de la pathologie 
(14,153,155,156), aucune donnée expérimentale ne suggère que de telles bactéries 
pourraient induire spontanément des cancers colorectaux. En effet, dans un modèle 
de colonisation prolongée de rats par des souches pks+, une augmentation de 
l'apoptose des cellules épithéliales intestinales compensée par un accroissement de 
la prolifération cellulaire a été observée, mais aucun cancer spontané n'a été rapporté 
(130).  
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 Par ailleurs, dans un modèle de colonisation intestinale de rats, il a été montré 
que l'exposition au déoxynivalénol, la plus fréquente mycotoxine contaminant les 
produits céréaliers, augmente la génotoxicité liée aux souches de E. coli hébergeant 
l'îlot pks. Cette potentialisation temps- et dose-dépendante n'est pas due à un impact 
du déoxynivalénol sur la composition du microbiote intestinal, en particulier sur la 
concentration en E. coli (157). 
 En conclusion, si le simple portage de souches hébergeant l'îlot pks ne semble 
pas suffisant pour causer un cancer colorectal, il a vraisemblablement un rôle 
« facilitateur » dans des contextes prédisposant à de tels cancers : terrains génétiques, 
inflammations chroniques ou facteurs environnementaux.  
 
b. Îlot pks et virulence 
 L'îlot pks est particulièrement présent dans les souches d'ExPEC et notamment 
les souches responsables de bactériémies (voir paragraphe I. 2.) ou de méningites 
néonatales (12). Plusieurs études ont tenté de comprendre le rôle de l'îlot pks dans la 
virulence de ces souches et le développement de ces infections. Dans des modèles 
animaux, il a été montré que des souches mutées pour un gène de l'îlot et donc 
incapables de produire de la colibactine ont une capacité de colonisation intestinale 
altérée. Leur probabilité de translocation dans le compartiment sanguin est également 
réduite (12,158). Or ces deux étapes de colonisation digestive et de translocation sont 
des prérequis dans le développement des méningites néonatales causées par E. coli.  
 Dans le compartiment sanguin, l'îlot pks contribue à la pathogénicité de la 
souche en induisant l'apoptose des lymphocytes T et en exacerbant la lymphopénie 
associée à la septicémie (13). Dans des modèles animaux (rats, souris) de méningites 
néonatales et de bactériémies, des souches mutées pour un gène de l'îlot et donc 
incapables de produire de la colibactine sont à l'origine d'une moindre mortalité que 
les souches portant un îlot intact (12,13). 
 
 Si l'îlot pks participe à la pathogénicité de certaines souches de E. coli, ceci 
semble également vrai pour les souches de K. pneumoniae pks+. Depuis le milieu des 
années 1980, des souches hypervirulentes de K. pneumoniae ont émergé à Taïwan, 
mais aussi au Japon, au Vietnam et en Corée. Elles causent des infections invasives 
communautaires telles que des abcès hépatiques, des endophtalmies ou des 
pneumonies chez des individus sans facteur de risque particulier (159). Ces souches 
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hypervirulentes sont fréquemment porteuses de l'îlot pks (123,125,160). Une étude 
coréenne récente a montré que le portage de cet îlot pour une souche multi-résistante 
responsable de bactériémie est un facteur prédictif de mortalité à 30 jours (160). 
 K. pneumoniae est la première cause de méningites communautaires à Taïwan 
(161). Même si la physiopathologie de ces infections n'est pas totalement élucidée, le 
site initial de colonisation de ces souches invasives de K. pneumoniae semble être le 
tractus gastro-intestinal (159,161). Il a été montré dans un modèle murin de méningites 
par colonisation digestive que la mutation de clbA dans une souche de K. pneumoniae 
hypervirulente pks+ aboutissait à une diminution de la translocation digestive, de la 
quantité de bactéries isolées des différents organes (cerveau, foie, rate, sang) et de la 
mortalité (161).  
 
 En conclusion, l'îlot pks contribue à la pathogénicité des souches qui le portent. 
Néanmoins, ce surcroît de virulence n'est probablement pas exclusivement dû à la 
colibactine per se. En effet, il est désormais établi que l'îlot pks intervient dans la 
synthèse d'autres métabolites et a donc d'autres rôles que la seule synthèse de 
colibactine. 
 
 
 
IV. Autres rôles de l’îlot pks 
1. La PPTase ClbA et la production de sidérophores 
 La première étape dans la biosynthèse de la colibactine est l'activation des PKS 
et NRPS de la chaîne d'assemblage par la PPTase ClbA (voir paragraphe II.). De 
même, la PPTase EntD initie la production de l'entérobactine (voir paragraphe III. 4. b. 
de la section concernant E. coli Nissle). Des expériences de mutagénèse ont prouvé 
que ClbA peut se substituer à EntD et contribuer à la production d'entérobactine, alors 
que EntD ne joue aucun rôle dans la synthèse de colibactine (162). 
 La même étude a démontré que EntD est la PPTase permettant la synthèse de 
la yersiniabactine chez E. coli. Aucun homologue de la PPTase YbtD impliqué dans la 
production de yersiniabactine chez Yersinia pestis n'avait été trouvé parmi les souches 
de E. coli. ClbA peut également remplacer EntD pour la synthèse de yersiniabactine 
(162).  
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 Ainsi, ClbA peut intervenir dans la synthèse de trois types de sidérophores 
différents : l'entérobactine, les salmochélines qui sont des dérivés glycosylés de 
l'entérobactine et la yersiniabactine. Le gène clbA participe donc à la production de 
métabolites issus de deux îlots génomiques différents (pks et HPI) et du « core 
genome » (entérobactine) (Figure 26). 
 
 
Figure 26 : Carte schématique du chromosome d'une souche de E. coli portant 
l'îlot pks 
Les « clusters » de gènes permettant la production de l'entérobactine (ent), la yersiniabactine 
(HPI), les salmochélines (iro) et la colibactine (pks) sont représentés. Les flèches bleues et 
rouges illustrent la capacité respective des PPTases EntD et ClbA de contribuer à la synthèse 
d'autres métabolites. D'après Martin P. et al. (65,162) 
 
 
2. Production d'un métabolite analgésique 
 Il a été établi dans la souche E. coli Nissle que l'îlot pks permet la production 
d'un lipopeptide analgésique, le C12-asparagine GABA. Les enzymes impliquées sont 
les premières intervenant dans la chaîne d'assemblage de la colibactine : ClbA, ClbN 
et ClbB. Ce lipopeptide peut franchir la barrière épithéliale intestinale et agir sur les 
neurones sensoriels. Il inhibe l'activation neuronale induite par un stimulus nociceptif 
en limitant le flux de calcium via le récepteur GABAB. L'îlot pks aurait donc un rôle dans 
le contrôle de la douleur par la bactérie (163).  
Figure 8. Model for the co-evolution of the pks and high pathogenicity islands in E. coli. Left. Phylogenetic relationships amongst the E.
coli reference strains (ECOR, [3,52]). The phylogeny was based on MLST of back-bone genes [3,43]. Ent locus positive strains are indicated in blue, HPI
island positive strains are indicated in green [43], iro locus positive strains are indicated in orange and pks island positive strains are indicated in pink
[21]. The presence of the iro locus was determined only in B2 strains. Right. The archetypal chromosome of phylogroup B2 E. coli strains. The loci
encoding enterobactin (ent), yersiniabactin (HPI), salmoch lin (iro) nd colibactin (pks) are represented. The arrows originating from PPTases EntD
and ClbA and pointing towards other loci illustrate the capacity of the PPTase to contribute to the synthesis of metabolites from other loci.
doi:10.1371/journal.ppat.1003437.g008
Interchangeability of PPTases in E. coli
PLOS Pathogens | www.plospathogens.org 10 July 2013 | Volume 9 | Issue 7 | e1003437
 78 
 
 La PPTase ClbA est donc pléiotrope : elle intervient dans la synthèse de la 
colibactine, de sidérophores et d'un lipopeptide analgésique. Cela permet d'expliquer 
en partie pourquoi une souche de E. coli Nissle mutée pour clbA perd son activité 
probiotique (164).  
 
 
3. Synthèse de molécules antibiotiques 
 En étudiant les petites molécules produites par la chaîne PKS-NRPS codée par 
l'îlot pks, Vizcaino et al. ont établi que le N-myristoyl-D-asparagine, le produit de 
clivage de la précolibactine en colibactine active, a un faible effet inhibiteur sur la 
croissance d'une souche de Bacillus subtilis. Pour cette expérience, des 
concentrations croissantes de la molécule synthétique ont été mises en contact avec 
une culture de Bacillus subtilis pendant 4 heures et la densité optique a été mesurée. 
Il est à noter que la forme énantiomère synthétique N-myristoyl-L-asparagine n'a pas 
d'activité antagoniste (134). 
 Par ailleurs, une souche de E. coli portant l'îlot pks sur un chromosome 
bactérien artificiel exerce une activité antagoniste pks-dépendante sur des souches de 
Staphylococcus aureus que ce soit en coculture en milieu liquide ou en test de diffusion 
sur milieu gélosé (méthode similaire à la Figure 19, voir paragraphe IV. 1. de la section 
sur les sidérophores-microcines) (165). Cet effet anti-staphylococcique est observé 
qu'il s'agisse de souches de S. aureus multi-sensibles, résistantes à la méticilline seule 
ou résistantes aux glycopeptides (en plus de la méticilline). Les autres cocci à Gram 
positif testés dans cette étude, streptocoques, entérocoques ou staphylocoques à 
coagulase négative ne sont pas sensibles à cet effet antibiotique de la souche pks+. 
L'effet anti-staphylococcique est perdu en cas de mutation de clbP (165) mais aussi 
de clbH ou clbC (données non publiées de notre laboratoire). Ces deux derniers gènes 
ne participent pas à la production du N-myristoyl-D-asparagine (133). L'effet 
anti-staphylococcique pks-dépendant fait donc intervenir un ou plusieurs autres 
métabolites de l'îlot pks. 
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pks chez E. coli Nissle 
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Escherichia coli Nissle 1917 
Clémence Massip, Priscilla Branchu, Nadège Bossuet-Grief, Camille Chagneau, 
Déborah Gaillard, Patricia Martin, Michèle Boury, Thomas Sécher, Damien Dubois, 
Jean-Philippe Nougayrède, Eric Oswald 
 
Soumis à Plos Pathogens 
 
 
La souche E. coli Nissle est administrée comme probiotique depuis plus d'un 
siècle sous l'appellation Mutaflor®. Elle est employée pour des indications variées 
telles que les diarrhées, la constipation ou les maladies inflammatoires de l'intestin (8). 
L'effet probiotique de cette souche est en partie lié à son activité antagoniste contre 
des bactéries phylogénétiquement proches, qu'il s'agisse de bactéries commensales 
ou pathogènes comme Salmonella Typhimurium (93).  
 Cependant, cette souche probiotique est également porteuse de l’îlot 
génomique pks à l’origine de la synthèse d’une génotoxine, la colibactine. Cette 
dernière constitue un authentique facteur de virulence de E. coli (12,13) et est 
également dotée de propriétés pro-carcinogènes (14,151). Chez E. coli Nissle, 
l'intrication semble très forte entre propriétés probiotiques et pouvoir pathogène 
potentiel. En effet, la phosphopantetheinyl transférase ClbA connue comme pour son 
rôle dans la synthèse de la colibactine est également impliquée dans la synthèse de 
l'entérobactine (162) et de lipopeptides analgésiques (163). 
 
 Nous avons donc tenté de dissocier les activités génotoxiques et probiotiques 
de E. coli Nissle, afin de proposer une souche d'administration plus « sûre ». Nous 
avons déterminé, par l'étude de mutants de l'îlot pks, que seule la peptidase ClbP est 
indispensable à l'activité antibiotique de E. coli Nissle. Cette peptidase n'était connue 
que pour son rôle dans l'étape terminale de maturation de la précolibactine inactive en 
colibactine génotoxique (132).  
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 Le site catalytique de ClbP, essentiel à la maturation de la colibactine 
n’intervient pas dans l’activité antagoniste de E. coli Nissle, mais seulement la partie 
C-terminale de ClbP comprenant les 3 hélices permettant son ancrage dans la 
membrane interne. Une souche E. coli Nissle portant une simple substitution d'acide 
aminé dans son site catalytique est ainsi dépourvue d'activité génotoxique, mais 
conserve toutes ses propriétés antibactériennes. 
 
 De précédentes études ont montré que les sidérophores-microcines H47 et M 
sont à l'origine de l'activité antagoniste de E. coli Nissle (9). Ce sont des peptides 
antimicrobiens hybrides, constitués d’une entité peptidique couplée 
post-traductionnellement à un groupement dérivé d’un sidérophore, l’entérobactine 
(93). Nous avons montré que l'activité antagoniste ClbP-dépendante de E. coli Nissle 
est liée aux sidérophores-microcines H47 et M.  
 Par rapport au système génétique conduisant à la synthèse des 
sidérophores-microcines chez les souches E. coli H47, CA46 et CA58, l’îlot 
sidérophores-microcines de E. coli Nissle est tronqué (93). Les gènes mcmL et mcmK 
codant respectivement une entérobactine glucosyltransférase et une entérobactine 
estérase sont absents. Nous avons montré que IroB, impliqué dans la synthèse de 
salmochélines (166) est indispensable à l’activité antagoniste de E. coli Nissle, 
probablement en assurant le rôle de son homologue McmL manquant.  
 
 Par une étude bio-informatique, nous avons déterminé que l’ensemble des 
souches de E. coli portant un îlot sidérophores-microcines tronqué appartient au 
phylogroupe B2 et possède l’îlot pks et l’îlot salmochéline. Il s'agit essentiellement de 
souches isolées d'urines (CFT073, ABU83972 et ATCC25922). Nous avons démontré 
pour toutes ces souches, que l'effet antibiotique est ClbP-dépendant. A l'inverse, les 
souches possédant un îlot sidérophores-microcines « non tronqué » sont dépourvues 
de l'îlot pks et du locus iroA. Toutes sont issues d'isolats fécaux et appartiennent aux 
phylogroupes B1, C ou D.  
 
 Cette étude met donc en évidence une synergie fonctionnelle entre les îlots 
sidérophores-microcines, pks et le locus iroA chez les souches de E. coli du 
phylogroupe B2. 
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Abstract 
Although Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) has been used therapeutically for 
over a century, the determinants of its probiotic activity remain elusive. In addition to 
the production of two siderophore-microcins (Mcc) responsible for its direct 
antibacterial effect, EcN synthesizes the genotoxin colibactin encoded by the pks 
island. Colibactin is a virulence factor and a putative pro-carcinogenic compound. 
Therefore, we tried to decouple the probiotic activity of EcN from its genotoxic activity. 
We demonstrated that the pks-encoded ClbP, the enzyme that activates the genotoxin 
colibactin, is required for the siderophore-microcins activity of probiotic EcN, but 
interestingly, not its enzymatic domain that cleaves precolibactin to form active 
colibactin. This ClbP-dependent antibacterial effect was only observed in E. coli strains 
that carry both a truncated form of the Mcc gene cluster and the pks island. In such 
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strains, siderophore-Mcc synthesis also required the glucosyltransferase IroB from the 
salmochelin gene cluster. This interplay between colibactin, salmochelin, and 
siderophore-Mcc biosynthetic pathways suggests that the three genomic islands were 
co-selected and played a crucial role in the evolution of E. coli from phylogenetic group 
B2. This co-evolution observed in EcN illustrates the fine margin between 
pathogenicity and probiotic activities, and the need to address both the effectiveness 
and the safety of probiotics. Decoupling the probiotic from the genotoxic activities by 
specifically targeting the peptidase domain of ClbP opens the way to safe use of EcN. 
 
 
Author summary 
Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) has been used as a probiotic for over a century. 
However, it produces the genotoxin colibactin, which has been linked to the virulence 
of certain E. coli strains and could promote colorectal cancer. Administering a 
potentially pro-carcinogenic strain as a probiotic raises public health concerns. 
Therefore, our aim was to separate EcN genotoxic activity from its probiotic effect. EcN 
demonstrates direct antibacterial activity through two antimicrobial peptides linked to 
a siderophore, siderophore-microcins. We demonstrated that the production of these 
siderophore-microcins by EcN requires ClbP, an essential enzyme for colibactin 
production, and another enzyme involved in the synthesis of an iron-chelating system. 
This interplay was found in other E. coli strains, mainly isolated from urine. Therefore, 
E. coli strains utilize determinants from three distinct metabolic pathways to synthesize 
siderophore-microcins. Interestingly, ClbP peptidase activity mandatory for colibactin 
production, has no role in siderophore-microcin production, which provides a way to 
construct a non-genotoxic strain that retains its antibacterial activity. In contrast, ClbP 
transmembrane domain is required for production of siderophore-microcins. Given this 
intricate interplay between probiotic and pathogenic determinants, in the future, 
biosynthetic pathways should be studied at the level of protein domains rather than 
that of whole proteins. 
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Introduction 
The probiotic Escherichia coli strain Nissle 1917 (EcN) was isolated during 
World War I by Alfred Nissle in a soldier who resisted a severe diarrhea outbreak (1,2). 
EcN was initially studied for its ability to fight bacterial gastrointestinal infections. It was 
demonstrated to impede intestinal colonization by Salmonella enterica serovar 
Typhimurium (3,4) and to exhibit an antibacterial activity against enterohemorrhagic 
E. coli strains (5). EcN is an excellent colonizer of the human gut, and exhibits 
beneficial effects in various intestinal dysfunctions such as acute diarrhea in infants 
and toddlers (6), chronic constipation (7), and abdominal pain in patients with irritable 
bowel syndrome (8). It has been widely used in the treatment of inflammatory bowel 
diseases (1) and has proven to be as effective as the gold standard mesalazine for the 
maintenance of remission in ulcerative colitis in children and adults (9).  
EcN probiotic activity is believed to be based on multiple peculiar properties and 
fitness determinants, including antibacterial activities against other bacteria (10). 
Thanks to an extensive list of siderophores (enterobactin, salmochelin, yersiniabactin, 
and aerobactin) and multiple siderophore receptors and iron transport systems, EcN 
reduces S. Typhimurium intestinal colonization by competing for iron (3). Enterobactin, 
salmochelin and yersiniabactin are nonribosomal peptides (NRP) or polyketide 
(PK)-NRP hybrids, which are synthesized by NRP synthetases and PK synthases 
(NRPS and PKS) activated by a cognate phosphopantetheinyl transferase (PPTase). 
In addition to this competition for a limiting nutrient, EcN exhibits a direct antibacterial 
activity linked to the production of two microcins (Mcc), H47 (MccH47) and M (MccM) 
(4,11–13). Mcc are secreted low-molecular weight peptides that are synthesized by 
ribosomes and posttranslationally modified, and which display a potent bactericidal 
activity against phylogenetically-related bacteria (14,15). MccH47 and MccM are called 
“siderophore-Mcc” because they are modified posttranslationally by the linkage of a 
catechol siderophore (13,16). The C-terminus of the Mcc peptide is covalently bound 
with a linearized and glycosylated derivative of enterobactin (13,16,17). This 
siderophore moiety is recognized by the catecholate-siderophore receptors of the 
target bacterium (12,16). The siderophore-Mcc can therefore enter and kill the 
sensitive bacterium by a “Trojan Horse” stratagem, by mimicking the iron-siderophore 
complexes.  
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Comparative genomic analyses have shown that EcN is closely related to 
pathogenic E. coli strains such as the uropathogenic strain CFT073 (18–20).  EcN and 
CFT073 share eight genomic islands, including the pks/clb island encoding a 
NRPS-PKS assembly line that synthesizes the genotoxin colibactin (21,22). Colibactin 
is produced as a prodrug moiety that is exported in the periplasm by the efflux pump 
ClbM (23) and then hydrolyzed by the periplasmic membrane-bound ClbP protein with 
a peptidase activity, which releases the active colibactin (24,25). Colibactin is not only 
a bona fide virulence factor (26,27) but also a putative procarcinogenic compound. 
Colibactin alkylates the host cell DNA, resulting in DNA crosslinks, double-strand 
breaks, chromosome aberrations and gene mutations both in vitro and in vivo 
(21,22,28–30). Colibactin-producing E. coli are overrepresented in biopsies of patients 
with colorectal cancer (31,32) and they were shown to promote colorectal cancer in 
mouse models (31,33). 
The ambivalence between the pathogenic and probiotic potential of EcN was 
uncovered when we showed that certain enzymes of the pks/clb island enable the 
synthesis of analgesic lipopeptides (34) and that the probiotic properties of EcN are 
related to the presence of the pathogenicity island (35). In the Olier et al. (2012) study, 
we inactivated the gene that encodes the phosphopantetheinyl transferase (PPTase) 
ClbA, which was thought to be specific for colibactin synthesis. However, more recent 
work has shown that ClbA has a pleiotropic effect and also modulates the synthesis of 
siderophores as well as that of the analgesic lipopeptides (34,36). As might be 
expected, use of a probiotic strain that produces a genotoxin is a public health concern. 
We therefore attempted to clearly decouple the genotoxic from the probiotic activities. 
In this study, we used our knowledge of the biosynthetic pathway of colibactin and 
other secondary metabolites produced directly or indirectly by the pks/clb island to 
specifically abrogate the genotoxic activity of colibactin. We examined the ability of 
mutants to inhibit the growth of pathogenic bacteria while still producing beneficiary 
secondary metabolites. We successfully decoupled the probiotic activity from the 
genotoxic activity, consequently opening the way to optimize EcN. However, we were 
surprised to observe that the pks/clb island was even more intimately connected to 
EcN probiotic activity than we expected, and that there was a co-evolution of 
pathogenic and probiotic properties in bacteria. EcN is, to some extent, like the “miracle 
drug” aspirin. Although, like aspirin, this bacterial strain has been used successfully for 
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over a century, it is crucial to understand the method of action and to take into account 
the safety and potential side effects. 
 
Results 
EcN antibacterial activity requires ClbP but not the other components of the 
colibactin synthesis pathway  
 In order to specifically decouple the genotoxic activity from the probiotic activity, 
we tested the antibacterial activity of the EcN mutant deleted for ClbP that allows the 
maturation of precolibactin in genotoxic colibactin (24,25). We compared it to the 
pleiotropic ClbA mutant coding for a PPTase (27,35,36). We performed co-culture 
experiments with the wild-type EcN, the EcN ∆clbA and ∆clbP mutants, and the 
Crohn’s disease-associated E. coli strain LF82 which have been previously shown to 
be susceptible to EcN (45,46). CFU showed that the EcN strain strongly inhibited LF82 
growth. EcN antibacterial activity on LF82 was not altered in a ∆clbA mutant but was 
completely lost in a ∆clbP mutant (Fig 1). A kinetic experiment indicated that EcN 
inhibitory activity on LF82 started 6 hours post-inoculation and reached its maximum 
8 hours post-inoculation, at the beginning of the stationary phase (Fig S1). LF82 growth 
was not altered at any time by the ∆clbP mutant, further proving the ClbP-dependence 
of the EcN antibacterial effect.  This EcN ClbP-dependent inhibitory activity was also 
observed with other pathogenic strains of E. coli and closely related bacteria species, 
such as Salmonella enterica subsp. enterica Typhimurium, and 
Enterobacter aerogenes (Fig S2).  
 To further determine whether other components of the colibactin synthesis 
pathway besides ClbP are required for EcN antibacterial activity, the inhibitory effect 
of mutants for the PKS ClbC and ClbO, the NRPS ClbH and ClbN, the hybrid PKS-
NRPS ClbB, the putative amidase ClbL, the efflux pump ClbM, and the thioesterase 
ClbQ were assessed against LF82. EcN antibacterial activity against LF82 was not 
altered in any of these mutants (Fig 1). These results confirm that colibactin itself or 
the cleavage product N-myristoyl-D-asparagine is not essential for EcN antibacterial 
activity against LF82 (and other Gram-negative bacteria, data not shown). Therefore, 
the probiotic activities of EcN are clearly associated with the presence of the pks/clb 
island and ClbP but not colibactin is involved in EcN inhibitory activity.  
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EcN ClbP-dependent antibacterial activity requires MccH47 and MccM 
 Previous studies have associated EcN antibacterial activity with MccH47 and 
MccM (4,11,14,15). Therefore, we performed co-culture experiments with LF82, EcN 
and mutants in MccH47 and MccM production systems. EcN antibacterial activity 
against LF82 was not affected by the deletion of the MccM precursor gene mcmA alone 
or the MccH47 precursor gene mchB alone (Fig 2). In contrast, deletions of both mcmA 
and mchB almost completely abrogated the inhibitory effect of EcN on LF82. Similarly, 
deletion of the MccM and MccH47 efflux pump encoding genes mchE and mchF 
resulted in a loss of antibacterial activity (Fig 2). The trans-complementation of mchE 
and mchF increased EcN inhibitory activity compared to the wild-type EcN strain (Fig 
2), probably because of an increase in Mcc export following overexpression of the 
MchE-MchF efflux pump. None of these mutations in the Mcc production system 
affected the ability of EcN to produce active colibactin (Fig S3). 
 To further confirm the role of MccH47 and MccM in EcN antibacterial activity, 
plasmids that encode MccH47 or MccM immunity genes were transformed in LF82, 
and the resulting resistance of the strains was assessed against EcN (Fig S4). EcN 
∆mchB mutant antibacterial activity was almost completely abrogated on LF82 that 
carries the MccM immunity gene mcmI (Fig S4A). A similar result was obtained with 
the ∆mcmA mutant and LF82 that carries MccH47 immunity gene mchI (Fig S4B). 
Overall, these results confirmed that the EcN ClbP-dependent inhibitory activity against 
LF82 is due to MccH47 and MccM. 
 
EcN ClbP-dependent antibacterial activity is due to the production of 
siderophore-Mcc 
 MccH47 and MccM can be modified posttranslationally by the linkage of a 
catechol siderophore to form a “siderophore-Mcc” (13). Therefore, we hypothesized 
that the ClbP-dependent antibacterial activity might be dependent on these modified 
forms of microcins. In fact, EcN antibacterial activity against LF82 was strongly 
reduced in a ∆entE mutant deprived of the enzyme 2,3-dihydroxybenzoate-AMP ligase 
essential for siderophore enterobactin production (47). Similar results were obtained 
with the EcN ∆clbA ∆entD double mutant which was unable to produce enterobactin 
(36) (Fig 3).  
 The two genes responsible for enterobactin glycosylation and esterification 
(mcmL and mcmK) are missing from the EcN Mcc gene cluster (18,48). As a result, 
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whether MccH47 and MccM are siderophore-Mcc or unmodified Mcc is still being 
debated (13). Considering that EcN carries the McmL and McmK homologs, 
glucosyltransferase IroB and esterase IroD respectively (13), we investigated the 
interplay between the Mcc and the salmochelin production systems. The antibacterial 
activity of EcN mutants for genes that encode the glucosyltransferase IroB, the 
cytoplasmic esterase IroD, the periplasmic esterase IroE, and the export protein IroC 
(49,50) was compared to the activity of the wild-type EcN strain. Only iroB deletion led 
to a significant decrease in EcN antibacterial activity (Fig 3). Complementation of the 
∆iroB mutant fully restored the antibacterial activity. None of these mutations in the 
iroA locus affected EcN ability to cause megalocytosis linked with the colibactin 
genotoxic effect (Fig S3). These results suggest that IroB could be responsible for 
enterobactin glycosylation, which enables the linkage of Mcc precursor proteins to the 
siderophore-derived moiety in the absence of McmL.  
 MchC and MchD are respective homologous to MceJ and MceI of 
K. pneumoniae strain E492 (13). These proteins form a complex responsible for the 
linkage of glycosylated enterobactin derivatives to MccE492 the precursor peptide 
MceA (51). The EcN mutant for mchC and mchD lost the antibacterial effect against 
LF82, whereas complementation restored the initial phenotype (Fig 2). These results 
indicate that the posttranslational modification of MccH47 and MccM with an 
enterobactin-derived moiety is required for EcN antibacterial activity. In short, EcN 
ClbP-dependent antibacterial activity is due to siderophore-Mcc. 
 
The ClbP transmembrane domain, rather than the periplasmic peptidase 
catalytic site, is required for the antibacterial activity of EcN 
 To further elucidate the role of ClbP in siderophore-Mcc production, we 
examined whether ClbP catalytic activity is required for EcN antibacterial activity. S95 
and K98 are key residues for ClbP peptidase activity, and mutants for these residues 
fail to cleave precolibactin to release mature active genotoxin (24,25). Co-culture 
experiments were performed with LF82 and the EcN ∆clbP mutant complemented with 
plasmids that encode the wild-type ClbP protein, or the ClbP protein that harbors the 
substitutions S95A or K98T. EcN ∆clbP mutants complemented with ClbP S95A or 
K98T demonstrated antibacterial activities similar to those of the wild-type ClbP 
protein (Fig 4), whereas they lost their ability to cause megalocytosis linked with the 
colibactin genotoxic effect (Fig S3).  
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 To exclude the role of another putative catalytic site of ClbP enzymatic domain, 
this enzymatic domain was replaced by alkaline phosphatase enzymatic domain of 
PhoA, as previously reported (38). The PhoA domain was fused with the ClbP 
N-terminal signal sequence which allows the translocation to periplasm, and the ClbP 
C-terminal sequence from amino-acid 390; the residues forming the three 
transmembrane helices being 390-412, 433-455, and 465-485 (24). An EcN ∆clbP 
mutant transformed with a plasmid bearing this fusion demonstrated a similar inhibitory 
activity against LF82 as the EcN WT strain (Fig 4), whereas it did not cause 
megalocytosis (Fig S3). Therefore, the C-terminal domain of ClbP that comprises the 
three transmembrane helices is essential for EcN antibacterial activity, as opposed to 
the ClbP periplasmic peptidase domain which is crucial only for genotoxic activity.  
 To confirm this observation, and as a proof of the concept that a non-genotoxic 
EcN probiotic strain could be engineered, we used genome editing to construct an EcN 
mutant strain that exhibits a single nucleotide mutation in the chromosomic clbP gene, 
which leads to an S95A mutation in the ClbP catalytic site at the amino-acid level. This 
mutant did not produce colibactin and is not genotoxic but still exhibited an antibacterial 
activity towards LF82 that is similar to that of the wild-type genotoxic EcN strain (Fig 5).   
 Cumulatively, these results show that it is possible to decouple the genotoxic 
activity of EcN from its probiotic activity, but also that the biosynthetic pathways of 
colibactin and siderophore-microcins are more entangled than we initially thought. 
 
The ClbP-dependent antibacterial activity is observed in a subset of E. coli 
strains that carry a truncated Mcc gene cluster and the pks island 
 Comparative genomic analyses have shown that EcN is closely related to E. coli 
pyelonephritis strain CFT073 and the asymptomatic bacteriuria strain ABU83972 (18). 
These three strains, as well as the reference strain ATCCÒ25922, carry the pks island, 
the iroA locus, and a truncated Mcc gene cluster deprived of genes mcmL/mchA and 
mcmK/mchS1. Therefore, we assessed whether the siderophore-Mcc antibacterial 
effect of these strains was ClbP-dependent, as observed in EcN. The inhibitory effect 
of two sets of E. coli strains was tested in co-culture experiments against LF82, as well 
as their respective ∆clbP mutants: i) strains similar to EcN that carry both a truncated 
Mcc gene cluster and the pks island: strains CFT073, ABU83972, and ATCCÒ25922; 
and ii) strains that carry the pks island but which are deprived of Mcc encoding genes: 
the human commensal strain M1/5, the meningitis-causing strain SP15, the murine 
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commensal strain NC101, and the laboratory strain MG1655 that hosts a bacterial 
artificial chromosome (BAC) bearing the pks island. The three wild-type strains that 
carry both a truncated Mcc gene cluster and the pks island exhibited a marked 
inhibitory effect as observed in EcN (Fig S5). The inhibitory effect of all three 
corresponding ∆clbP mutant strains was significantly reduced, whereas ClbP 
complementation restored the initial phenotype (Fig S5). In contrast, in strains carrying 
only the pks island, there was no significant difference in LF82 growth whether it was 
cultivated with the wild-type strains or the ∆clbP mutants (Fig S5). Cumulatively, these 
results show that the peptidase ClbP is involved in MccH47 and MccM antibacterial 
activity in E. coli strains that carry both the pks island and a truncated form of the Mcc 
gene cluster. Our results also show that this association is present in both pathogenic 
strains and probiotic strains. 
 
Distribution of pks, salmochelin and the MccH47 and MccM gene clusters in an 
E. coli population 
 We demonstrated that strains of E. coli that carry a truncated Mcc gene cluster 
exhibit a siderophore-Mcc-dependent antibacterial activity (Fig 6A). This antibacterial 
activity requires ClbP from the biosynthetic pathway that produces the genotoxin 
colibactin and IroB from the biosynthetic pathway that produces the siderophore 
salmochelin. Consequently, we checked this association between the pks island, the 
iro locus and the Mcc island in E. coli strains with genomes available in GenBank. 
Interestingly, all strains that lacked the mcmL and mcmK genes responsible for 
posttranslational modifications belonged to the B2 phylogroup and carried the pks 
island and iroA (Fig 6B), except for strain 1105 deprived of pks island. Conversely, the 
strains that carry mcmL/mchA and mcmK/mchS1 belonged to B1, C or D phylogroups 
and lacked the pks island. These particular associations of genetic determinants led to 
the hypothesis that the truncated island is present almost exclusively in strains that 
carry pks and the iroA locus. It suggests that this interplay between colibactin, 
salmochelin, and the siderophore-Mcc biosynthetic pathways is due to a co-selection 
in strains that is either pathogenic or probiotic. 
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Discussion 
 Since Fleming discovered penicillin in 1928, antibiotics have contributed to the 
increase in human life expectancy. Many infections which were previously fatal 
became curable. Unfortunately, the overuse and misuse of antibiotics, in parallel with 
the lack of new antibacterial drugs enabled multi-resistant bacteria to emerge and 
spread (52). According to the World Health Organization (WHO), this phenomenon 
“poses a substantial threat to morbidity and mortality worldwide” (53). The trend is 
especially worrying for Gram-negative bacteria. For instance, the number of deaths 
attributable to 3rd generation cephalosporin-resistant or carbapenem-resistant E. coli 
increased by more than 4 times in Europe between 2007 and 2015 (54). Of the 
antibiotics that are currently being developed for intravenous administration, only a 
small proportion (15 out of 44) demonstrates some activity against Gram-negative 
bacteria, and all these molecules are derived from known antibiotic classes. 
Consequently, the WHO established that research and development of new antibiotics 
against Gram-negative bacteria was a “critical priority” (53). 
 In the search for new antimicrobials, microcins seem a promising alternative to 
“conventional” antibiotics. In fact, many microcins exhibit potent narrow-spectrum 
antimicrobial activity, whereas antibiotics can eliminate beneficial bacteria, alter the 
microbiota and promote the selection of resistant strains (55,56). A major challenge in 
using microcins is their delivery in sufficient quantities to the site of infection, especially 
after oral administration because they are often degraded in the upper digestive tract 
(57,58). Engineered probiotic bacteria were consequently proposed as in situ 
producers of microcins to fight against enteropathogens (59) or to reduce colonization 
by multi-resistant bacteria (60).  
 EcN has been used as a probiotic for over a century, with numerous therapeutic 
benefits described. However, serious concerns about the safety of EcN administration 
have emerged over the years. EcN was reported to be responsible for severe sepsis 
in an infant (61) and its genome was shown to have the pathogenicity island pks 
(21,35), which codes for colibactin, a bona fide virulence factor for E. coli strains 
responsible for extraintestinal infections (26,27). In addition, the carriage of colibactin 
producing E. coli could also be deleterious to gut homeostasis. In adult rats, it 
increased intestinal epithelial permeability and led to signs of genotoxic damages in 
intestinal cells, such as crypt fission and increased cell proliferation (28). In mice 
predisposed to colorectal cancer, pks-positive E. coli increased the size and the 
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number of tumors (31,62). In human beings, several studies reported that pks-positive 
E. coli were over-represented in colorectal cancer biopsies compared to controls 
(31,32,63). On a whole, these studies suggest that colibactin-producing bacteria could 
promote tumorigenesis. Therefore, our goal was to understand the interplay between 
the production of the genotoxin colibactin and the beneficial effects related to the pks 
island in the probiotic activity of EcN. Consequently, we attempted to disarm EcN while 
keeping its probiotic properties. 
 In a previous attempt, our team constructed a non-genotoxic EcN PPTase ClbA 
mutant, which also lost its probiotic activity (35). Subsequently, it was discovered that 
the PPTase ClbA contributes to the synthesis of enterobactin (and therefore 
salmochelin) and yersiniabactin (36). In this study, we demonstrated that there is 
collaboration between the salmochelin (iroB) and the Mcc gene clusters, both of which 
are located on EcN genomic island I, and the pks island (clbP) (Fig 7). The 
interweaving is so strong between these determinants, that a single protein, ClbP is 
involved both in colibactin and Mcc production. Up until now, ClbP had only been 
described as a peptidase that removes the N-acyl-D-asparagine prodrug scaffold from 
precolibactin (24,25). Although the complete C-terminal domain with the three 
transmembrane helices is required for the bioactivity of ClbP, the catalytic activity is 
performed by the N-terminal periplasmic domain (25,38). In this study, we 
demonstrated that the C-terminal domain of ClbP, deprived of the known enzymatic 
function, is necessary for EcN antibacterial activity due to MccH47 and MccM. It 
suggests that the ClbP C-terminal transmembrane domain could facilitate the export 
of the MccH47 and MccM of EcN through the MchE-MchF efflux pump (Fig 8).  
 Using both functional and bioinformatic analyses, we demonstrated interplay 
between siderophore-Mcc, salmochelin, and colibactin assembly lines. Strikingly, two 
groups of E. coli strains emerged. On one hand, all strains that carry a “truncated” 
MccH47 and MccM gene cluster (i.e. strains such as EcN lacking mcmL/mchA and 
mcmK/mchS1) are B2 strains that also bear the pks island and the iroA locus. It should 
be noted that isolates from urine were over-represented in this group of strains 
(CFT073, clones D i14 and D i2, UPEC 26-1, and ABU 83972). On the other hand, the 
pks island and the iroA locus are absent in the non-B2 strains that carry a “complete” 
MccH47 and MccM gene cluster. All these strains were isolated from stools (except 
ACN002 for which the origin is unknown). Therefore, we can hypothesize that these 
strains with a “complete” Mcc gene cluster are specialized in Mcc production in order 
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to survive in the competitive intestinal environment, which is their exclusive niche. In 
contrast, extraintestinal pathogenic E. coli (ExPEC) must be efficient gut colonizers in 
order to emerge from the intestinal niche and infect other body sites (such as the 
urinary tract) to which they must subsequently adapt. That is why it has been 
suggested that ExPEC are “generalists” rather than specialized strains (64). The 
strains we examined in our study fit this model. They can express various virulence 
factors depending on their environment: MccH47 and M, siderophores and analgesic 
lipopeptides derived from the colibactin pathway, for instance. To be able to produce 
so many virulence or fitness factors with a genome of limited size (65), the elements 
of the assembly lines that produce these determinants must be versatile and intervene 
in several apparently independent metabolic pathways.  
In conclusion, we discovered that the pks island is even more intimately 
connected to EcN probiotic activity than expected. This entanglement reflects the 
co-evolution of probiotic and pathogenic determinants to adapt to various 
environments. Decoupling the probiotic from the genotoxic activities by specifically 
targeting the enzymatic domain of ClbP opens the way to safe use of EcN. 
 
 
Materials and methods 
Bacterial strains, mutants and plasmids 
 The bacterial strains and plasmids used in this study are listed in Table S1. 
Gene mutagenesis was performed by the lambda Red recombinase method (37) with 
the primers listed in Table S2. The double mutants were constructed sequentially. The 
mutations and deletion of FRT cassettes were verified by PCR using primers upstream 
and downstream of the target genes.  
 The fusion between ClbP N-terminal signal sequence, the alkaline phosphatase 
PhoA, and the three transmembrane helices of ClbP were constructed using the HiFi 
DNA assembly kit (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) with primers overlapping 
between each fragment (Table S2). The constructions were verified by PCR and 
confirmed by sequencing. The blue-stained colony-forming units on LB plates with 
40 mg/L of 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate revealed the presence of the PhoA 
alkaline phosphatase domain in the periplasm as previously reported (38).  
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 To construct plasmids pmchEF and pmchCD, the genes were PCR-amplified 
using primers listed in Table S2 and cloned into pCR-XL-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA).  
 To construct plasmid pIroB, the iroB gene was PCR-amplified with EcN genomic 
DNA as a template and primers IRSDNG7 and IRSDNG8, digested by EcoRI and 
BamHI and ligated into pBbA5a-RFP (obtained from Addgene) digested to remove the 
rfp gene. 
 The strain EcN clbP-S95A chromosomal isogenic mutant was constructed using 
a genome editing technique (39). EcN was transformed with pORTMAGE, then grown 
in LB at 30°C and 300 rpm to reach OD600=0.5. An initial mutagenesis cycle was 
started by inducing the expression of Lambda recombinases and the dominant 
negative mutLE32K allele at 42°C for 15 minutes at 250 rpm. The culture was then 
cooled to 0°C, washed in water and electroporated with 50 µM of oligonucleotide 
IRSDNG26 that includes the S95A mutation in the clbP gene sequence. In a control 
experiment, the lacZ gene was targeted by a specific mutagenic oligonucleotide. 
Following recovery in LB at 30°C and 300 rpm for 1 hour, two other mutagenesis cycles 
were performed, and the bacteria were finally plated on MacConkey agar without any 
antibiotic. Approximately 33% of the isolates were LacZ negative in the control 
experiment. Sixty candidate clbP-S95A mutants were tested for loss of genotoxicity 
and megalocytosis phenotype in infected HeLa cells as previously described (40). Non 
genotoxic mutants that had lost the pORTMAGE plasmid were selected, and were 
finally verified for removal of a ClaI restriction site by S95A mutation in the PCR 
amplified clbP sequence. 
 
Determination of the genotoxic effect induced by colibactin 
 The cellular senescence induced by colibactin was with the associated cell 
enlargement called megalocytosis and was determined for every EcN mutant 
constructed in this study in the Mcc gene cluster, in the iroA locus, and for the 
clbP-S95A mutant. As previously described (40), HeLa cells (ATCC, CCL-2) were 
infected for 4 hours. The cells were then washed and incubated with gentamicin for 
72 hours before staining with Giemsa. The genotoxicity of EcN and the clbP-S95A 
chromosomal mutant was confirmed by an In-Cell Western procedure, as previously 
described (36). In brief, HeLa cells were infected in 96-well plates for 4 hours at a given 
multiplicity of infection (number of bacteria per cell at the onset of infection). Four hours 
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after the end of infection cells were fixed, permeabilized and stained with rabbit 
monoclonal anti-gamma-H2AX (Cell Signaling, 20E4, 1:200) followed by an infrared 
fluorescent secondary antibody. DNA was counterstained with RedDot2 (Biotum). 
Fluorescence was recorded with an Odyssey infrared imaging system (Li-Cor). 
 
Competitive growth assay 
 Strains were grown in lysogeny broth (LB Lennox, Invitrogen) overnight at 37°C 
with shaking at 240 rpm. Rifampicin, streptomycin, kanamycin, carbenicillin or 
chloramphenicol was added as required to the medium.  
 The media used for co-culture experiments were either M63 minimal medium 
with final concentrations of 15 mM ammonium sulfate, 1 mM magnesium sulfate 
heptahydrate, 100 mM monopotassic phosphate, 2.5 g/L glucose, 1 mg/L thiamine, 
and 1 g/L Bacto tryptone (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France), or Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium (DMEM) GlutaMAX (Invitrogen) supplemented with 25 mM 
Hepes, 10% (v/v) Fetal Calf Serum (FCS, Eurobio, Courtaboeuf, France), and 1% (v/v) 
Non Essential Amino Acids (NEAA, Invitrogen).  
 500 µL of each overnight culture were cultured in 9.5 mL of co-culture medium 
and incubated for 2h at 37°C with shaking at 240 rpm. Both the producing and the 
target strains (EcN and LF82 respectively) were inoculated from these 2-hour-cultures 
at 106 CFU/mL in 10 mL of co-culture medium as previously described (3) and 
incubated for 24h at 37°C with shaking at 240 rpm. For CFU numeration, the culture 
broth was serial-diluted in PBS and plated on selective LB agar plates containing the 
antibiotic required (e.g. rifampicin for LF82 (41)). In the total results section, only the 
growth of the target strains (mainly LF82) is reported. As a control, the growth of the 
competitive strains (mainly EcN and EcN mutants) was systematically checked (data 
not shown). 
 
Bioinformatic analysis 
 Genes involved in MccH47 and MccM synthesis were searched using BLASTn 
and the CA58 Mcc gene cluster as a reference: mchB and mcmA which encode 
precursor proteins, the immunity genes mchI and mcmI, genes mchE and mchF which 
encode a specific efflux pump, and genes mcmK and mcmL (and their respective 
homologs in the E. coli H47 Mcc gene cluster, mchS1 and mchA) responsible for 
posttranslational modifications. A query cover > 80%, an identity > 90%, and an 
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E-value < 1e-40 were chosen as cutoff values for significance. The genes clbB and 
clbP, as respective markers for the 5’ and 3’ regions of the pks island, were identified 
using the same method, and so were genes iroN and iroB as markers for the 5’ and 3’ 
regions of the salmochelin gene cluster (iroA locus). Phylogroups were determined 
in silico based on the presence/absence of 4 genes: arpA, chuA, yjaA, and tspE4.C2 
(and trpA to distinguish the A and C phylogroups) (42). The phylogenetic tree was 
constructed with the rpoC sequence. The sequences were collected using PATRIC 
3.5.8 (43), aligned by multiple sequence comparison by log-expectation (MUSCLE) 
with the MEGA7.0.26 software (44), and the phylogenetic tree was constructed 
according to the maximum likelihood method with MEGA7.0.26. 
 
Statistical analyses  
Statistical analyses were carried out using GraphPad Prism 7.0a (GraphPad, 
San Diego, CA, USA). P values were calculated using one-way ANOVA followed by 
Bonferroni post-tests. CFU/ml were log-transformed for the analyses. P values < 0.05 
were considered significant and are denoted by «, P<0.01 is denoted by ««, and 
P<0.001 by «««.  
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Figures  
 
 
 
Fig 1. Role of the pks/clb island in EcN antibacterial activity on LF82.  
(A) Serial dilutions of 24-hour cocultures of E. coli LF82 (rifampicin resistant) with 
wild-type (WT) E. coli strain Nissle 1917 (EcN) or the mutant for the colibactin maturing 
peptidase ClbP, spotted (10 µL) on LB plate containing rifampicin and incubated 
overnight at 37°C.  
(B) Colony forming unit (CFU) counts of E. coli LF82 following a 24-hour co-culture in 
M63 medium with WT EcN, gene deletion for the phosphopantetheinyl transferase 
ClbA, the peptidase ClbP and the corresponding complemented mutant (pclbP), the 
polyketide synthases (PKS) ClbC and ClbO, the nonribosomal peptide synthases 
(NRPS) ClbH and ClbN, the hybrid PKS-NRPS ClbB, the putative amidase ClbL, the 
efflux pump ClbM, and the thioesterase ClbQ. LF82 was also cultured alone as a 
control (Æ). The medians and individual results of independent experiments are shown. 
One-way ANOVA and Bonferroni post-tests in comparison with co-culture with WT; 
«««P<0.001. 
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Fig 2. Role of the microcin gene cluster in EcN antibacterial activity on LF82.  
Colony forming unit (CFU) counts of E. coli LF82 following a 24-hour co-culture in M63 
medium with wild-type (WT) E. coli strain Nissle 1917 (EcN), EcN mutant for microcin 
M (MccM) precursor gene mcmA, for microcin H47 (MccH47) precursor gene mchB, 
for both mcmA mchB genes; EcN mutants and complemented strains for mchC mchD 
genes responsible for posttranslational modifications, and for mchE mchF genes that 
encode the MccM and MccH47 efflux pump. LF82 was also cultured alone as a control 
(Æ). The medians and individual results of independent experiments are shown. 
One-way ANOVA and Bonferroni post-tests in comparison with co-culture with WT; 
««0.001<P<0.01; «««P<0.001. 
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Fig 3. Role of siderophores in EcN antibacterial activity on LF82. 
Colony forming unit (CFU) counts of E. coli LF82 following a 24-hour co-culture in M63 
medium with wild-type (WT) E. coli strain Nissle 1917 (EcN), EcN mutant for entE that 
encodes the enterobactin synthase E, and the double mutant for the 
phosphopantetheinyl transferases ClbA and EntD; EcN mutant and complemented 
strain for the glucosyltransferase IroB, the cytoplasmic esterase IroD, the periplasmic 
esterase IroE, and the export protein IroC. LF82 was also cultured alone as a control 
(Æ). The medians and individual results of independent experiments are shown. 
One-way ANOVA and Bonferroni post-tests in comparison with co-culture with WT; 
«««P<0.001. 
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Fig 4. Role of ClbP catalytic and transmembrane domains in EcN antibacterial 
activity on LF82. 
Colony forming unit (CFU) counts of E. coli LF82 following a 24-hour co-culture in M63 
medium with wild-type (WT) E. coli strain Nissle 1917 (EcN), the clbP gene deletion 
and complemented mutant with a plasmid that encodes wild-type ClbP (pclbP), 
plasmids that encode ClbP with a mutation S95A or K98T in the catalytic site, and a 
plasmid that encodes a fusion between the alkaline phosphatase PhoA and the ClbP 
C-terminal sequence from amino-acid 390 (pclbP-3H). LF82 was also cultured alone 
as a control (Æ). Medians and individual results of independent experiments are shown. 
One-way ANOVA and Bonferroni post-tests in comparison with co-culture with WT; 
«««P<0.001  
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Fig 5. A genomic point mutation that inactivates ClbP catalytic domain abrogates 
EcN genotoxicity but not the antibacterial activity on LF82.  
(A) HeLa cells were transiently infected with wild-type E. coli Nissle (WT), a genome 
edited mutant with a single chromosomal nucleotide change in the clbP gene that 
inactivates the catalytic site (clbP-S95A), and the genome edited mutant 
complemented with the plasmid pclbP. Cells were then fixed, permeabilized and 
stained with rabbit monoclonal anti-gamma-H2AX followed by an infrared fluorescent 
secondary antibody (pseudocolored in green). DNA was counterstained with RedDot2. 
(B) HeLa cells were transiently infected with wild-type E. coli Nissle (photo B), a clbP 
gene deletion mutant (C), and the genome edited clbP-S95A mutant (D). These cells 
were then washed and incubated with gentamicin for 72 hours before staining with 
Giemsa. The control is shown in photo A. Bars represent 50 µm.  
(C) Colony forming unit (CFU) counts of E. coli LF82 following a 24-hour co-culture in 
M63 medium with wild-type (WT) E. coli strain Nissle 1917 (EcN), the clbP gene 
deletion mutant (DclbP), and the genome edited mutant with a single nucleotide 
change in the clbP gene that results in an S95A mutation in the catalytic site 
(clbP-S95A). LF82 was also cultured alone as a control (Æ). Medians and individual 
results of independent experiments are shown. One-way ANOVA and Bonferroni 
post-tests in comparison with co-culture with WT; «««P<0.001 
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Fig 6. Organization and distribution of microcin, pks and iro islands in E. coli.  
(A) Microcin (Mcc) gene clusters in Escherichia coli CA58, H47 and Nissle 1917 (EcN) 
(modified from Vassiliadis G. et al., 2010). Mcc precursor genes, immunity genes, and 
genes involved in Mcc export and posttranslational modifications are indicated in 
yellow, red, blue and green, respectively. Truncated genes in E. coli H47 and EcN are 
A 
B 
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shown with slashes. The names of the genes specifically involved in MccM, MccH47, 
and MccI47 are in red, pink, and blue respectively. 
(B) Phylogenetic relationships between E. coli strains that carry siderophore-Mcc, 
colibactin (pks) and salmochelin (iro) synthesis gene clusters. The phylogenetic group 
of the strains is shown together with the phylogeny that was determined based on the 
housekeeping gene rpoC. The presence of Mcc precursor genes (mcmA, mchB), 
immunity genes (mcmI, mchI), genes involved in Mcc export (mchE, mchF, mcmM) 
and genes involved in posttranslational modifications (mcmL, mcmK) are indicated with 
the same colour code as in Fig 6.A. 
 
 
 
 
Fig 7. Gene clusters involved in the production of microcins H47 and M (MccH47 
and M) in E. coli strain Nissle (EcN) represented on a genomic map.  
The loci that encode enterobactin (ent), colibactin (pks), yersiniabactin (ybt) on EcN 
genomic island (GEI) IV, salmochelin (iro) and MccH47 (mch) and M (mcm) on GEI I 
are represented. The arrows represent the interplays between the different gene 
clusters involved in MccH47 and M production in EcN. 
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Fig 8. Model proposed for biosynthesis of siderophore-microcins H47 and M in 
E. coli Nissle.  
An enterobactin precursor is modified by the enterobactin glucosyltransferase IroB. 
This siderophore moiety is transferred onto the C-terminal extremity of the precursor 
peptide by the MchCD complex. The active form of the siderophore-microcin is the 
result of the leader peptide cleavage during its export by the specific efflux pump 
MchEF-TolC. The C-terminal domain of ClbP allows this final step of 
siderophore-microcin production, while its N-terminal enzymatic domain cleaves 
precolibactin to produce colibactin. 
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Supporting Information 
 
Table S1. Strains and plasmids used in this study. 
Strain or plasmid Genotype or phenotype Source or reference 
E. coli Nissle (EcN) 
Probiotic strain; colibactin genotoxin 
producer; enterobactin and salmochellin 
siderophores producer; microcins H47 and 
M producer 
DSM 6601, 
MutaflorÒ 
EcN WT EcN mutant in rpsl, StrR [1,2] 
EcN DclbA clbA mutant of strain EcN WT, StrR, KanR [1] 
EcN DclbB clbB mutant of strain EcN WT, StrR, KanR [3] 
EcN DclbC clbC mutant of strain EcN, StrR, ChlR [3] 
EcN DclbH clbH mutant of strain EcN WT, StrR, KanR This study 
EcN DclbL clbL mutant of strain EcN WT, StrR, KanR This study 
EcN DclbM clbM mutant of strain EcN WT, StrR, KanR This study  
EcN DclbN clbN mutant of strain EcN WT, StrR, KanR [3] 
EcN DclbO clbO mutant of strain EcN WT, StrR, KanR This study 
EcN DclbP clbP mutant of strain EcN WT, StrR, KanR [3] 
EcN DclbP pclbP EcN DclbP mutant complemented with pBRSKpclbP, StrR, KanR, CarbR This study 
EcN DclbP pclbP-S95A EcN DclbP mutant complemented with pclbP-S95A, StrR, KanR, CarbR This study 
EcN DclbP pclbP-K98T EcN DclbP mutant complemented with pclbP-K98T, StrR, KanR, CarbR This study 
EcN DclbP pclbP-3H EcN DclbP mutant complemented with pclbP-3H This study 
EcN clbP-S95A  EcN clbP-S95A chromosomal isogenic mutant This study 
EcN DclbQ clbQ mutant of strain EcN WT, StrR, KanR This study 
EcN DmcmA mcmA mutant of EcN WT, StrR, KanR This study 
EcN DmchB mchB mutant of EcN WT, StrR, KanR This study 
EcN DmcmADmchB mcmA mchB mutant of EcN WT, Str
R, 
KanR This study 
EcN DmchCD mchC mchD mutant of EcN WT, StrR, KanR This study 
EcN DmchCD::FRT mchCD::FRT mutant of strain EcN WT, StrR This study 
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EcN DmchCD pmchCD EcN DmchCD::FRT complemented with TopoXL mchCD, StrR, KanR This study 
EcN DmchEF mchE mchF mutant of EcN WT, StrR, KanR This study 
EcN DmchEF::FRT mchEF::FRT mutant of strain EcN WT, StrR This study 
EcN DmchEF pmchEF EcN DmchEF::FRT complemented with TopoXL mchEF, StrR, KanR This study 
EcN DentE entE mutant of EcN WT, StrR, ChlR This study 
EcN DentD entE mutant of EcN WT, StrR, ChlR This study 
EcN DentDDclbA clbA, entE mutant of EcN WT, StrR, KanR This study 
EcN DiroB iroB mutant of EcN WT, StrR, ChlR This study 
EcN DiroB piroB EcN DiroB mutant complemented with pASK75 iroB This study 
EcN DiroC iroC mutant of EcN WT, StrR, KanR This study 
EcN DiroD iroD mutant of EcN WT, StrR, ChlR This study 
EcN DiroE iroE mutant of EcN WT, StrR, KanR This study 
E. coli LF82 
Strain isolated from an ileal biopsy of a 
patient with Crohn’s disease; adherent-
invasive E. coli, RifR 
[4] 
LF82 pMcMi LF82 carrying pMcMi, RifR, CarbR This study 
LF82 pMcHi LF82 carrying pMcHi, RifR, CarbR This study 
E. coli M1/5 
Commensal E. coli strain isolated from 
feces of a healthy adult; B2 phylogenetic 
group; colibactin genotoxin producer; 
aerobactin, enterobactin and yersiniabactin 
siderophores producer 
[5] 
M1/5 DclbP clbP mutant of strain M1/5, KanR [6] 
E. coli SP15 
Strain isolated from spinal fluid of a 
neonate with meningitis; 
O18:K1 serotype; colibactin genotoxin 
producer; 
aerobactin, enterobactin, salmochelins and 
yersiniabactin siderophores producer 
[7] 
SP15 DclbP clbP mutant of strain SP15, KanR This study 
E. coli NC101 Non-pathogenic murine E. coli strain; colibactin genotoxin producer; [8,9] 
NC101 DclbP clbP mutant of strain NC101, KanR  [10] 
E. coli MG1655 bacpks 
Enterobactin siderophore producer E. coli 
strain carrying a bacterial artificial 
chromosome bearing the pks island, ChlR 
[11] 
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MG1655 bacpks DclbP clbP mutant of strain MG1655 bacpks, ChlR This study 
E. coli CFT073 
Strain isolated from a patient with 
pyelonephritis, colibactin genotoxin 
producer; enterobactin siderophores 
producer; microcins H47 and M producer 
[12] 
CFT073 DclbP clbP mutant of strain CFT073, KanR This study 
CFT DclbP pclbP CFT073 DclbP mutant complemented with pBRSKpclbP, KanR, CarbR This study 
E. coli ABU83972 
Strain isolated from a patient with 
asymptomatic bacteriuria, colibactin 
genotoxin producer;  
enterobactin siderophores producer; 
microcins H47 and M producer 
[13,14] 
 
ABU83972 DclbP clbP mutant of strain ABU83972, KanR This study 
ABU83972 DclbP pclbP ABU83972 DclbP mutant complemented with pBRSKpclbP, KanR, CarbR This study 
E. coli ATCCÒ25922 
Strain isolated from a patient in Seattle 
(1946), colibactin genotoxin producer;  
enterobactin siderophores producer; 
microcins H47 and M producer 
DSM1103 
ATCCÒ25922 DclbP clbP mutant of strain ATCCÒ25922, KanR This study 
ATCCÒ25922 DclbP 
pclbP 
ATCCÒ25922 DclbP mutant complemented 
with pBRSKpclbP, KanR, CarbR This study 
E. coli ST131 isolate 
JJ1886 
Strain isolated in the USA (2007) from a 
patient with fatal urosepsis, StrR, KanR, 
CarbR, ChlR 
[15] 
E. coli NRG857c Strain isolated from the ileum of a Crohn's Disease patient, CarbR, ChlR [16] 
Salmonella enterica 
serovar Typhimurium 
IR715 
NalR derivative of S. enterica serovar 
Typhimurium ATCC14028 [17] 
Enterobacter 
aerogenes 
ATCCÒ13048 
Strain isolated from sputum in the USA 
(Center for Disease Control and 
Prevention) 
ATCCÒ 
13048 
Klebsiella oxytoca 
ATCCÒ13182 Strain isolated from a pharyngeal tonsil 
ATCCÒ 
13182 
pclbP  pBRSK encoding clbP sequence [18] 
pclbP-S95A pBRSK encoding the mutant S95A of ClbP (pOB902), CarbR [18] 
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pclbP-K98T pBRSK encoding the mutant K98T of ClbP (pOB903), CarbR [18] 
pclbP-3H 
pASK74 carrying the fusion between ClbP 
N-terminal signal sequence, the alkaline 
phosphatase PhoA, and the 3 
transmembrane helices of ClbP, CarbR 
This study 
pmchCD pCR XL-TOPO vector encoding mchC and mchD from EcN, KanR This study 
pmchEF pCR XL-TOPO vector encoding mchE and mchF from EcN, KanR This study 
pMcMi Carrying mcmI from MccM gene cluster, CarbR 
F. Moreno, 
unpublished 
data [19] 
pMcHi 
Carrying mchI from MccH47 gene cluster, 
ChlR  
F. Moreno, 
unpublished 
data, [19] 
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Table S2. Primers used in this study. 
Primer Aim Primer sequence (5’-3’) 
dmcmA_F 
Delete mcmA 
TTAAACGTGAATTTTTACTTCTTCACAAATCTT
ATAGCGAAGGTGTTGAAGCTGGAGCTGCTTC 
dmcmA_R 
TATCATATAATGAAGCACCTGTAACAGGTGCT
TCATTAACAATATAAGGTCATATGAATATCCTC
CTTAG 
VmcmA_F Verify mcmA 
deletion 
CGTTGAGAACTGTTGACAGG 
VmcmA_R AAGCGTTACATAGGCACCAT 
dmchB_F 
Delete mchB 
TCTGGTCTGGTCAGGCTGGAAAAACGGAAGTT
AAATATGATGGAGTTTATGCTGGAGCTGCTTC 
dmchB_R 
ATTTTACAGGTACTACCGAAAAAGTACCTGTA
AAATAAATAAAAATATAACATATGAATATCCTC
CTTAG 
VmchB_F 
Verify mchB deletion 
GTTTCACTTTCATCCCTTCG 
VmchB_R GAGCAAGTAAGTGTCCTGAC 
dmchCD_F Delete mchC and 
mchD 
AACACTCTTTTATGAAAATTGAAACGGAGAAT
ACTGCCAGGCTGGAGCTGCTTC 
dmchCD_R TACCCCGTAATTTACAATTATCTCTGTATCTTCAGAGGTACATATGAATATCCTCCTTA 
VmchCD_F Verify mchC mchD 
deletion, transpose 
mchC mchD for 
complementation 
AGTGGTAGTGCCAGTTCTTC 
VmchCD_R TGCTTCCCAGCATGATTAAC 
dmchEF_F Delete mchE and 
mchF 
AGCTATTTTGTTTCGTCAGGATGCTTTAGAAA
ACAGAAAAGCTGGAGCTGCTTC 
dmchEF_R CCATCGACAAAACTCCTTACAAAGTTACACCAGTGGATTTCATATGAATATCCTCCTTA 
VmchEF_F Verify mchE, mchF deletion, transpose 
mchE, mchF for 
complementation 
CGCAGATCTCCTCTGAAGATACAGAGAT 
VmchEF_R CCCAAGCTTCCATAGTAATAACTAAGAT 
JPN42 [11] Verify and transpose 
clbA deletion 
CAGATACACAGATACCATTCA 
JPN46 [11] CTAGATTATCCGTGGCGATTC 
dPCPclbH_F Delete ClbH peptidyl 
carrier protein (PCP) 
domain 
GGCCGGGCGAGTATGTCCCTCCGGCAACCG
AACTGGAACAGCGTCTGGCGGCTGGAGCTG
CTTC 
dPCPclbH_R 
ACGTGCTGACCGCACTGCTGCCCGATGTATT
GCTGCATCTGTACTAGCAGCATATGAATATCC
TCCTTAG 
VPCPclbH_F Verify deletion of 
ClbH PCP domain  
GCAGTGGTTAACGGTTATGG 
VPCPclbH_R GGAATCAGTGATGACTGTCG 
IHAPJPN61 [20] Verify and transpose 
clbL deletion 
CAACTGCACAATCTACCCGCC 
IHAPJPN62 [20] GCTGTCACCGATATCCGCCTC 
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dclbM_F 
Delete clbM 
CCATCGGCATGCAGCGGTTGGATCGTGCACA
GCGGATTTTGTCGGTCGGTATCATCATCGCG
CTATTCTT 
dclbM_R 
CAATGTGTAGATGAAATAGGCGACCATACTCA
GTTGCGCCAGAAACGACGCCAATGCCACCCC
TTTCACA 
AS60 
Verify clbM deletion 
GGTGACAGCGCCAATAAAG 
AS140 GATGTGGCACTGTTCCTG 
IHAPJPN29 [20] Verify and transpose 
clbP deletion 
GTGAACTGAGCGAAATATTGGCTAATC 
IHAPJPN30 [20] TTACTCATCGTCCCACTCCTTGTTG 
PB-
clbP_pASK75_F 
Amplify ClbP signal 
sequence with 
overlapping primers 
for pASK and PhoA 
CGGTACCCGGGGATCCATGACAATAATGG 
PB-
clbPps_phoA_R CAGGCATCGCCCCGATAGGCTCATG 
PB-
phoA_clbPps_F 
Amplify the 
enzymatic domain of 
the alkaline 
phosphatase PhoA 
with primers 
overlapping ClbP 
signal sequence and 
C-terminal sequence 
CCTATCGGGGCGATGCCTGTTCTGGAAAACC 
PB-
phoA_clbP3H_R CGCAACGCAATTTTCAGCCCCAGAGCGGC 
PB-
clbP3H_phoA_F 
Amplify the 3 
C-terminal 
transmembrane 
helices of ClbP with 
primers overlapping 
PhoA and pASK75 
sequences 
GGGCTGAAAATTGCGTTGCGACCGGATCAG 
PB-
clbP3H_pASK7
5_R 
GTCGACCTCGAGTTACTCATCGTCCCACTCC 
PB-
pASK75_clbP3
H_F 
Amplify pASK75 
sequence with 
primers overlapping 
ClbP signal 
sequence and 
C-terminal sequence 
GATGAGTAACTCGAGGTCGACCTGCAGGCAG 
PB-
pASK75_clbPps
_R 
CCATTATTGTCATGGATCCCCGGGTACCG 
IRSDNG26 
Insert the S95A 
mutation in the clbP 
gene sequence 
CCTGAATCAGTATTTGCACCACAAGTCCGGTA
AACGCCTTACTCATCCGTCCCAGCTCGTAAA
CTGTGTCTAGAGTATTCGCTTTCTGAC 
IHAPJPN55 [20] Verify and transpose 
clbQ deletion 
TTATCCTGTTAGCTTTCGTTC 
IHAPJPN56 [20] CTTGTATAGTTACACAACTATTTC 
entD-P1 [11] 
Delete entD 
GGGCGGATCGCTGCAATTTATGCGCTGCGG
GAATATGGCTATAAATGTGTGCGTGTAGGCT
GGAGCTGCTTC 
entD-P2 [11] 
TCACTTGCCTTAAATGCGCTCTCTTTGGCGGA
AAATGCCAGTGTCAGCGCCATATGAATATCCT
CCTTAG  
 118 
entE-P1 [11] 
Delete entE 
TATCGACGGCGAGCGACAGTTGAGTTATCGG
GAGCTGAATCAGGCGGCGTGTAGGCTGGAG
CTGCTTC 
entE-P2 [11] 
AAGCGCAGCTTTTTTCGCCCATCAGCTCATCT
TCCATGCTCACCAGTGCCATATGAATATCCTC
CTTAG 
diroB_F 
Delete iroB 
CATGACTCCTGGATGGGGGCTGGCAAATGAT
TATCATGAAGGTGTAGTGGGCTGGAGCTGCT
TC 
diroB_R 
GAGTGCGTCGACTGCCTGATTTAGATCGTCA
AGCGGAGAGGGATTTTCTCCATATGAATATCC
TCCTTAG 
ViroB_F 
Verify iroB deletion 
CCACGATGACACTAAGTTTC 
ViroB_R AAAGTCGTGTCCTGCTGCTG 
IRSD NG7 Transpose iroB into 
pBbA5a-RFP 
GCTTTAGAATTCTTTAGATCGTCAAGCGGAGA
GG 
IRSD NG8 CTTTAGGATCCCTACCCTTTCTGTACCATTGTG 
diroC_F 
Delete iroC 
ACGGTACCGCCGCTTCTGACTGTGTTTTTAAT
ACATTACGTGTCCAGTAAGCTGGAGCTGCTTC 
diroC_R 
GGCGAAAAGCCTGATCACAATGGTACAGAAA
GGGTAGCCACTACACCTTCCATATGAATATCC
TCCTTAG 
ViroC_F 
Verify iroC deletion 
CCAGAAGTCAGTAAGGTTAGC 
ViroC_R GGTGAAGTGGCGAAAAG 
diroD_F 
Delete iroD 
GATTTATTCAGGAAGTCTGTACCGTTTCCTGA
AAGTGTTTGTGGGTCAACGCTGGAGCTGCTTC 
diroD_R 
TAGCCGCTTTAATTATTTATACTGACATCCT
TAATTTTTAAAGAGTATGACATATGAATATC
CTCCTTAG 
ViroD_F 
Verify iroD deletion 
CAGGAAGTCTGTACCGTTTCC 
ViroD_R ATCGCCAGCACAACATGAAG 
diroE_F 
Delete iroE 
TTAGTGGCTTAACTCATGACAACCTGCTGT
GTAATTTGCGTTTTCACCACTGCATATGAAT
ATCCTCCTTAG 
diroE_R 
ATGTATGCCCGCGAGTATCGCTCAACACGC
CCGCATAAAGCGATTTTCTTTCCGTGTAGG
CTGGAGCTGCTTC 
ViroE_F 
Verify iroE deletion 
GAGTTACCGCATCATTCTGA 
ViroE_R TTGTCACCTGCGGAAAAGG 
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Table S3. Genbank accession numbers for genome sequences included in 
Figure 6B 
Strain Accession number 
E. coli str. 042 FN554766.1 
E. coli str. 317 CP023357.1 
E. coli str. 536 CP000247.1 
E. coli str. 1105 CP023388.1 
E. coli str. ABU83972 CP001671.1 
E. coli str. ACN002 CP007491.1 
E. coli str. ATCC®25922 CP009072.1 
E. coli str. BH100 MG2017 CP025251.1 
E. coli str. CFT073 AE014075.1 
E. coli clone D i2 CP002211.1 
E. coli clone D i14 CP002212.1 
E. coli str. D8 CP010151.1 
E. coli str. ECONIH2 CP014667.1 
E. coli str. FORC_028 CP012693.1 
E. coli str. FORC_029 CP013185.1 
E. coli str. FORC_043 CP016828.1 
E. coli str. IHE3034 CP001969.1 
E. coli str. K-15KW01 CP016358.1 
E. coli str. LF82 CU651637.1 
E. coli str. MRY15-117 AP017617.1 
E. coli str. NCCP15648 CP009050.1 
E. coli str. Nissle 1917 CP007799.1 
E. coli str. NU14 CP019777.1 
E. coli str. O104:H4 str. C227-11 CP011331.1 
E. coli str. UPEC 26-1 CP016497.1 
E. coli str. UTI89 CP000243.1 
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Figure S1. In vitro growth curves of E. coli LF82 when grown alone or in 
competition with E. coli Nissle wild type or ΔclbP mutant.  
Colony forming unit (CFU) counts of E. coli LF82 following a 2, 4, 6, 8, and 24-hour 
co-culture in M63 medium with the wild-type (WT) E. coli strain Nissle 1917 (EcN) or 
the mutant for colibactin maturing peptidase ClbP (DclbP). LF82 was also cultured 
alone as a control. The individual results of the 3 independent experiments are shown 
and the medians for each time point are linked. 
  
 121 
 
 
Figure S2.  E. coli Nissle ClbP-dependent antagonistic activity against 
phylogenetically-related enterobacteria. 
Colony forming unit (CFU) counts of E. coli ST131 isolate JJ1886, E. coli NRG857c, 
Salmonella enterica serovar Typhimurium IR715, Enterobacter aerogenes 
ATCCÒ13048, and Klebsiella oxytoca ATCCÒ13182 after a 24-hour co-culture in 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium with wild-type (WT) E. coli strain Nissle (EcN), and 
EcN ∆clbP mutant. All susceptible strains were also cultured alone as controls (Æ). 
The medians and individual results of independent experiments are shown. One-way 
ANOVA and Bonferroni post-tests; «««P<0.001. 
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Figure S3.  Cytopathic activity of E. coli Nissle mutants in the microcin and 
salmochelin production systems, and in ClbP catalytic site.  
HeLa cells were transiently infected with wild-type (WT) E. coli strain Nissle (EcN) (B) 
and various mutants then washed and incubated with gentamicin for 72 hours before 
staining with Giemsa. The control is shownd in A. Bars represent 50 µm.  
Mutations in the EcN microcin gene cluster did not abrogated EcN cytopathic activity: 
EcN mutants for C. mcmA; D. mchB; E. mcmAmchB; F. mchCD; G. mchEF. Mutations 
in the EcN salmochelin gene cluster did not abrogated EcN cytopathic activity: EcN 
mutants for H. iroB; I. iroC; J. iroD; K. iroE. EcN ∆clbP mutant (L) did not affect cells, 
whereas clbP complementation restored the cytopathic activity (M). Complementation 
of EcN ∆clbP mutant with a plasmid encoding ClbP with an S95A mutation (N), a K98T 
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mutation (O) did not restore the cytopathic activity, as well as complementation with 
the plasmid encoding the fusion between alkaline phosphatase and the C-terminal 
domain of ClbP (P). 
 
 
 
 
 
Figure S4. E. coli Nissle antagonistic activity against LF82 carrying microcin M 
(Supp. Fig. 4A) or microcin H47 (Supp. Fig 4B) immunity genes.  
Colony forming unit (CFU) counts of E. coli LF82 carrying; A: a plasmid encoding 
microcin M (MccM) immunity gene mcmI (pMcMi); B: microcin H47 (MccH47) immunity 
gene mchI (pMcHi) after a 24-hour co-culture in M63 minimal medium with wild-type 
(WT) E. coli strain Nissle (EcN), EcN mutants for MccM precursor gene mcmA, for 
MccH47 precursor gene mchB, and for both mcmA mchB genes. LF82 carrying pMcMi 
or pMcHi were also cultured alone as controls (Æ).  The medians and individual results 
of independent experiments are shown. One-way ANOVA and Bonferroni post-tests in 
comparison with co-culture with WT; «««P<0.001. 
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Figure S5. ClbP-dependent antagonist activity of strains carrying both a 
truncated microcin gene cluster and the pks island.  
Colony forming unit (CFU) counts of E. coli LF82 following a 24-hour co-culture in 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium with E. coli strains that carry both a truncated 
microcin gene cluster and the pks island: wild-type (WT) E. coli strains Nissle 1917 
(EcN), CFT073 (CFT), ABU83972 (ABU), ATCCÒ25922 (ATCC), the corresponding 
clbP gene deletion mutants and complemented mutant strains, and pks+ E. coli strain 
M1/5 (human commensal), SP15 (responsible for meningitis), NC101 (murine 
commensal and procarcinogenic), MG1655 that hosts a bacterial artificial chromosome 
(BAC) bearing the pks island (MGbacpks), and the corresponding clbP gene deletion 
mutants. LF82 was also cultured alone as a control (Æ). Medians and individual results 
of independent experiments are shown. One-way ANOVA and Bonferroni post-tests; 
«««P<0.001. 
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Article 2 : L'association synergique îlot 
sidérophores-microcines, îlot pks et locus iroA, un facteur 
de colonisation urinaire de E. coli  
The synergistic triad between microcin, colibactin, and salmochelin islands: a 
key colonization factor in uropathogenic Escherichia coli 
Clémence Massip, Camille Chagneau, Michèle Boury, Eric Oswald 
 
 Au cours des travaux ayant conduit à l'Article 1, nous avons constaté parmi des 
souches de collection séquencées, que l'association îlot sidérophores-microcines 
tronqué- îlot pks - locus iroA était présente exclusivement dans des souches du 
phylogroupe B2, en majorité isolées d'urines. En parallèle, les souches portant un îlot 
microcines « non tronqué » étaient issues d'isolats fécaux et appartenaient à d'autres 
phylogroupes. L'objectif de cette étude était donc d'une part de déterminer sur une 
cohorte large si la triade îlot sidérophores-microcines tronqué- îlot pks - locus iroA se 
vérifiait (ou si elle pouvait être mise en défaut). D'autre part, nous souhaitions étudier 
sa prévalence au sein des UPEC et son association éventuelle avec d'autres facteurs 
de virulence ou la gravité de l'infection urinaire. 
 Avant de rapporter les principaux résultats de cette étude, une rapide synthèse 
bibliographique sera ici présentée au sujet des méthodes diagnostiques des infections 
urinaires et des principaux facteurs de virulence des souches UPEC. Notre étude se 
concentre sur l'étude de déterminants pouvant intervenir dans la physiopathologie des 
infections urinaires. C'est pourquoi, les infections nosocomiales ou survenant chez des 
patients porteurs de prédispositions urologiques seront exclues. Ces situations 
nécessitent des études spécifiques car elles ne relèvent pas de la seule relation 
hôte-pathogène.  
  
 
Diagnostic des infections urinaires 
 E. coli constitue la première cause d'infections urinaires qu'il s'agisse de 
pyélonéphrites (infections rénales), de cystites (infections vésicales) ou de bactériuries 
asymptomatiques. Ces infections génèrent une importante morbidité, représentent des 
dépenses importantes pour les systèmes de santé et favorisent l'émergence des 
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résistances bactériennes car elles sont une des premières causes de prescription 
d'antibiotiques en communautaire (167,168). Le diagnostic des infections urinaires 
repose sur des arguments cliniques et bactériologiques (169).  
 La cystite se traduit cliniquement par des signes fonctionnels urinaires (brûlures 
mictionnelles, pollakiurie, mictions impérieuses). En cas de pyélonéphrite, ces signes 
fonctionnels sont souvent discrets et l'atteinte rénale est caractérisée par une fièvre, 
des douleurs de la fosse lombaire, typiquement unilatérales, spontanées ou 
provoquées par la palpation. Des signes digestifs (diarrhées, vomissements) peuvent 
être présents, parfois au premier plan, ce qui complique le diagnostic (169). Les 
bactériuries asymptomatiques se définissent par la présence d'une concentration 
significative de bactéries dans l'urine sans symptôme évocateur d'une infection 
urinaire (169,170). Leur prévalence augmente avec l'âge. Ainsi, une bactériurie se 
retrouve chez moins de 5 % des femmes en bonne santé en pré-ménopause, mais 
elle est présente chez 20 % des femmes de plus de 80 ans et touche jusqu'à 50 % 
des femmes de la même classe d'âge résidant en établissement de soins de long 
séjour (170,171). 
 La distinction clinique entre infection urinaire symptomatique et 
asymptomatique est problématique chez le sujet âgé. Des symptômes en lien avec 
une pathologie chronique, des problèmes de communication, ou une confusion 
compliquent fréquemment l'auscultation et l'interrogatoire médical (171). Les signes 
fonctionnels urinaires sont souvent absents et remplacés par des signes non 
spécifiques : chute, malaise, décompensation d'une pathologie sous-jacente (169,171). 
La forte prévalence des bactériuries chez les personnes âgées associées à ces 
difficultés diagnostiques cliniques sont à l'origine d'une probable prescription 
inadaptée d'antibiotiques (171–173). Chez des patients fragilisés et souvent 
institutionnalisés, cette dernière génère des effets secondaires évitables et promeut 
l'émergence de bactéries multi-résistantes. Dès lors, des marqueurs prédictifs 
d'infections urinaires symptomatiques chez le sujet âgé sont recherchés (172), qu'il 
s'agisse de profils de virulence de la souche responsable de l'infection ou de 
marqueurs de la réponse immunologique de l'hôte (173). 
 Par ailleurs, le diagnostic microbiologique d'une infection urinaire repose sur la 
mise en évidence d'une leucocyturie révélatrice d'une inflammation des voies urinaires 
et d'une concentration significative de bactéries dans l'urine. Pour E. coli, la 
concentration est considérée comme significative au-delà de 103 unités formant 
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colonies (UFC) / mL en cas de leucocyturie. Elle est portée à 105 UFC / mL en 
l'absence de leucocyturie (169).  En cas de cystite aiguë simple, seule la réalisation 
d'une bandelette urinaire est recommandée. Elle permet de détecter une leucocyturie 
et la présence de bactéries produisant une nitrate réductase, telles que E. coli. Cette 
dernière étant à l'origine de 70 à 95 % des infections urinaires communautaires, la 
valeur prédictive négative de la bandelette urinaire est supérieure à 95 % en cas de 
suspicion de cystite aiguë simple (169).  
 
  
Facteurs de virulence des UPEC 
 Une infection urinaire débute par la contamination de la région périnéale par 
une souche en provenance du réservoir digestif. Cette bactérie colonise l'urètre puis 
peut migrer vers la vessie (Figure 27), où elle peut provoquer une réponse 
inflammatoire et les symptômes de cystite. L'ascension vers les reins via les uretères 
et leur colonisation conduisent à une pyélonéphrite. Une dissémination sanguine est 
alors possible (167,168).  
 
Figure 27 : Physiopathologie des infections urinaires 
Modifié d'après Flores-Mireles A. et al. (167)  
Figure 2. Pathogenesis of urinary tract infections
a | Uncomplicated urinary tract infections (UTIs) begin when uropathogens that reside in the 
gut contaminate the periurethral area (step 1) and are able to colonize the urethra. 
Subsequent migration to the bladder (step 2) and expression of pili and adhesins results in 
colonization and invasion of the superficial umbrella cells (step 3). Host inflammatory 
responses, including neutrophil infiltration (step 4), begin to clear extracellular bacteria. 
Some bacteria evade the immune system, either through host cell invasion or through 
morphological changes that result in resistance to neutrophils, and these bacteria undergo 
multiplication (step 5) and biofilm formation (step 6). These bacteria produce toxins and 
proteases that induce host cell damage (step 7), releasing essential nutrients that promote 
bacterial survival and ascension to the kidneys (step 8). Kidney colonization (step 9) results 
in bacterial toxin production and host tissue damage (step 10). If left untreated, UTIs can 
ultimately progress to bacteraemia if the pathogen crosses the tubular epithelial barrier in the 
kidneys (step 11). b | Uropathogens that cause complicated UTIs follow the same initial 
Flores-Mireles et al. Page 27
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 De nombreuses équipes se sont intéressées à l'étude des facteurs de virulence 
des UPEC pour tenter d'expliquer notamment leurs capacités de colonisation et de 
persistance au système immunitaire de l'hôte. Les souches UPEC appartiennent 
majoritairement au phylogroupe B2, et dans une moindre mesure D et F (174–177). 
Elles se caractérisent généralement par la possession de nombreux facteurs de 
virulence souvent portés par des îlots génomiques (175,177,178). Nous ne nous 
intéresserons ici qu'aux quelques déterminants retenus pour notre étude.  
 
 L'urine est un milieu particulièrement pauvre en fer. Les quatre types de 
sidérophores évoqués au paragraphe III. 4. de la synthèse bibliographique consacrée 
à E. coli Nissle, entérobactine, salmochélines, aérobactine et yersinibactine sont ainsi 
particulièrement retrouvés chez les UPEC. Ils sont essentiels à la croissance des 
UPEC dans l'urine (179) et leur synthèse est d'ailleurs augmentée dans ce milieu 
(180,181).  
 La yersiniabactine est un des facteurs de virulence les plus fréquemment 
retrouvés chez les UPEC quelle que soit la gravité clinique (174). Dans un modèle 
murin, une souche UPEC mutée pour le récepteur de la yersinibactine FyuA a une 
capacité de colonisation vésicale et rénale réduite (alors que sa croissance in vitro 
n'est pas altérée). Ce récepteur a ainsi été proposé comme cible vaccinale pour 
prévenir les pyélonéphrites et urosepsis liés aux UPEC (181).  
 L'aérobactine et l'entérobactine contribuent le plus à l'activité sidérophore dans 
des milieux carencés en fer (179). Mais l'aérobactine a un rôle prédominant à pH 5,5 
(179), ce qui est en accord avec la plus grande stabilité de l'association 
aérobactine-Fe3+ dans des environnements acides (80). Une étude transcriptomique 
de CFT073 a révélé que deux gènes du système de production / recapture de 
l'aérobactine (iucD et iutA) sont particulièrement surexprimés lorsque la souche est 
cultivée dans l'urine humaine (182). Ceci contribue à expliquer qu'une proportion plus 
importante de souches productrices d'aérobactine ait déjà été observée parmi les 
souches responsables de pyélonéphrites par rapport aux souches fécales ou 
responsables de cystites (180,183,184). 
  
 Les fimbriae P et les adhésines Pap portées à leurs extrémités permettent 
d'adhérer à l'épithélium de l'arbre urinaire et rénal. L'allèle PapGII est significativement 
associé aux pyélonéphrites dans des études consacrées aux facteurs de virulence des 
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UPEC en fonction de la gravité clinique (174,184). L'utilisation d'une souche produisant 
des fimbriae P dépourvus de l'adhésine PapGII dans un modèle murin a prouvé que 
PapGII est déterminant pour la colonisation et l'établissement de l'infection rénale 
(185). 
 
 Trois types de toxines sont particulièrement décrits chez les souches UPEC: 
l'hémolysine a, CNF-1 (cytotoxic necrotizing factor 1) et Sat (secreted autotransporter 
toxin) (168). L'hémolysine a codée par l'opéron hlyCABD est cytotoxique non 
seulement pour les érythrocytes comme son nom l'indique, mais aussi pour de 
nombreuses cellules nucléées comme les leucocytes, les fibroblastes ou les cellules 
uro-épithéliales (168). La lyse cellulaire qu'elle provoque entraîne la libération de 
nutriments, dont le fer, qui peuvent être captés par la bactérie uropathogène (167,168). 
Les souches UPEC portent plus fréquemment les gènes codant l'hémolysine a que 
les souches fécales, mais la prévalence semble similaire entre les souches 
responsables de cystites ou de pyélonéphrites (174,180,184).  
 La toxine CNF-1 est fréquemment produite par les UPEC. L'association avec 
l'hémolysine a est quasiment systématique car elles sont génétiquement liées (168). 
Elle permet une internalisation accrue des UPEC par les cellules uro-épithéliales et 
prévient ensuite l'apoptose de ces cellules. Elle favorise ainsi la formation d'une niche 
intracellulaire dans laquelle les bactéries peuvent se multiplier (167). L'action 
coordonnée de l'hémolysine a qui déclenche l'exfoliation des cellules de l'épithélium 
permet ensuite la dissémination des colonies intracellulaires d'UPEC (167). 
 La toxine Sat, plus souvent produite par des souches UPEC que des souches 
fécales exerce un effet cytopathique sur les cellules épithéliales vésicales et rénales 
humaines (186). La prévalence des UPEC produisant cette toxine en fonction de la 
gravité clinique (cystite ou pyélonéphrite) est variable en fonction des études (180,183).  
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Synthèse de notre étude 
 Plus de 200 souches de E. coli ont été recueillies à la suite d’examens 
cyto-bactériologiques des urines pratiqués sur des patients adultes dans le cadre de 
leur prise en charge aux urgences du CHU de Toulouse. Pour chaque patient, les 
informations cliniques (diagnostic retenu, facteurs d'exclusion) ont été recherchées 
dans le compte rendu d'hospitalisation. En parallèle nous avons recherché par PCR 
divers facteurs de virulence classiquement décrits chez les souches UPEC (hlyA, 
papGII, sat, cnf1), des gènes codant les sidérophores (salmochélines, aérobactine et 
yersiniabactine), les gènes responsables de la synthèse des précurseurs des 
microcines H47 et M, ainsi que les gènes mcmL et mcmK. Les phylogroupes de 
l'ensemble des souches ont aussi été déterminés. 
 
 La plupart des souches de notre étude (environ 70 %) appartiennent au 
phylogroupe B2. De plus, conformément aux données de la littérature, les souches 
responsables de pyélonéphrites sont davantage porteuses de l'allèle PapGII et du 
gène iutA impliqué dans la recapture de l'aérobactine que les souches responsables 
de cystites ou de bactériuries asymptomatiques. A l'inverse, le gène cnf1 est moins 
présent parmi les souches responsables de pyélonéphrites.  
 
 Par ailleurs, nous avons pu confirmer l’association systématique des trois 
systèmes : îlot sidérophores-microcines tronqué, îlot pks et locus iroA. Elle se retrouve 
chez 24 % des souches (54 / 225) mais sa prévalence n'augmente pas avec la sévérité 
clinique, ce qui indique qu'elle pourrait jouer un rôle dans la colonisation de l'arbre 
urinaire plutôt que dans la virulence stricto sensu. Cependant, les souches porteuses 
de cette triple association possèdent davantage d'autres facteurs de virulence (hly, sat, 
cnf, fyuA, iutA, papGII) que les souches qui en sont dépourvues. 
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The synergistic triad between microcin, colibactin, and salmochelin 
islands: a key colonization factor in uropathogenic Escherichia coli 
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1, IRSD, Université de Toulouse, INSERM, INRA, ENVT, UPS, Toulouse, France. 
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Objectives 
E. coli is also the most common cause of urinary tract infections (UTI). Two 
hypotheses have long been opposed to explain the pathophysiology of UTI: the strain 
that causes UTI in simply the most abundant strain in the faecal E. coli population 
(prevalence hypothesis) or it represents a selected subset with enhanced virulence 
potential (special pathogenicity hypothesis).  
Uropathogenic E. coli (UPEC) mainly belong to phylogroup B2 (1–3). B2 
phylogroup strains contain more virulence factors and pathogenicity islands than 
strains from other phylogroups (3). In particular, they can often synthesize microcins 
H47 and M. Bacteria producing such antimicrobial peptides display a bactericidal 
activity against phylogenetically related bacteria, which gives them a strong selective 
advantage in the competitive intestinal niche (4). Model strains of UPEC from the B2 
phylogroup, such as CFT073, ATCC25922 or ABU83972 carry a truncated microcin 
H47 and M gene cluster, deprived of two genes mcmL and mcmK involved in 
posttranslational modifications. In such strains, microcins production requires the 
glucosylesterase IroB from the iroA locus and the peptidase ClbP from the pks island.  
In this study, we established the prevalence of microcins H47 and M 
determinants, the pks island, and the iroA locus in a large set of E. coli isolates 
responsible of UTIs. The objective was to determine if the synergistic association 
between these virulence factors was common in UPEC, and if it was correlated with 
the clinical severity of the UTI. 
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Methods 
 Two hundred and twenty-five E. coli strains were isolated from urinary samples 
between July and October 2017. These samples were collected from men and women 
hospitalized in the Adult Emergency Department of Toulouse University Hospital, 
France. Clinical data of patients were retrospectively collected from the hospital's 
computerized medical records (Urqual software, Maincare Solutions, France). 
According to French regulation on observational database analyses, the study did not 
need specific informed consent requirements.  
 E. coli strains were classified into 3 groups according to the clinical diagnosis: 
104 pyelonephritis, 84 cystitis, and 37 asymptomatic bacteriuria causing strains. 
Patients having urological comorbidities had been excluded, as well as those 
catheterised or with diagnosis which could lead to misclassification (e.g. renal colic). 
As the diagnosis and stratification of UTI are more complicated in the elderly (5,6), 
subjects aged over 75 were excluded. 
 All strains were identified by matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight (MALDI-TOF) mass spectrometry (Microflex LT MALDI-TOF MS, Bruker Daltonik 
GmbH, Germany). Their phylogenetic group was determined using the extended 
quadruplex PCR protocol described previously (7). Using two multiplex panels (8), the 
presence of three siderophore systems (salmochelins, aerobactin, and yersiniabactin), 
and four virulence factors was screened in all isolates: hemolysin a, cytotoxic 
necrotizing factor 1 (cnf1), secreted auto transporter toxin (sat), and allele II of adhesin 
gene papG. Detection of the pks island was performed as previously described (9). 
Genes mchB and mcmA encoding microcins H47 and M precursor proteins were 
searched, as well as genes mcmL/mchA and mcmK/mchS1 involved in their 
posttranslational modifications (10). The PCR primers and conditions are described in 
Supplementary data. 
 Statistical analyses were carried out using GraphPad Prism 7.0a (GraphPad, 
San Diego, CA, USA). P values were calculated using two-sided Fischer's exact test. 
P values < 0.05 were considered significant.  
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Results 
 E. coli strains mostly belonged to B2 phylogroup (155/225, i.e. 69%) and to a 
far lesser extent to D phylogroup (31/225, i.e. 14%), in line with previous reports (1,6,11) 
(Fig. 1). There was no statistical difference in the percentages of B2 phylogroup strains 
between the ABU, cystitis and pyelonephritis groups (Fig. 2). The distribution of 
virulence factors according to clinical severity fitted in with previous reports (Fig. 2). 
The allele II of papG and aerobactin were more prevalent in the pyelonephritis than in 
the cystitis group (1,11–13). Conversely, haemolysin a and cnf1 were less found in 
strains responsible for pyelonephritis compared to cystitis causing strains (Fig. 2). 
Although, they are classically described as virulence factors in E. coli strains causing 
UTI, the lack of correlation between clinical severity and the presence or expression of 
the genes encoding these toxins had previously been reported (1,12). Yersiniabactin, 
described as a key virulence factor in UPEC (14), was the most commonly detected 
siderophore in our study with 202/225 (90%) of positive strains.  
 
 Genes encoding microcins H47 or M precursors were detected in 31% of strains 
(70/225). Strains carrying these microcins genes were significantly more numerous 
among B2 phylogroup strains than among non-B2 strains (62/155 vs 8/70; P=0.00001) 
(Fig. 1). Out of the 63 strains that harboured the microcin M gene, 55 strains (87%) 
also carried microcin H47 precursor gene. The strong association between microcins 
H47 and M had previously been reported in smaller collections of UPEC (2,15). It 
suggests that, in UPEC, genes encoding microcins M and H47 are located on the same 
gene cluster, like in the model UPEC strains CFT073, ATCC25922, and ABU83972 
(16). 
 Strikingly, all B2 phylogroup strains that carried one of the two microcin 
precursor genes also harboured the pks island and the iroA locus (Fig. 1). Conversely, 
none of these strains carried the mcmL, mcmK genes. These homologs to genes 
encoding enterobactin glucosylase iroB and esterase iroD were only found in non-B2 
phylogroup strains which were deprived of the pks island and iroA locus. B2 strains 
that harbour this triple combination (microcin precursor genes, pks island, and iroA 
locus) carried significantly more virulence factors (independent of these three 
determinants) than other UPEC (P<0.0001 using a Mann-Whitney test). 
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Discussion 
 We proved in a recent study that in strains carrying a truncated microcin gene 
cluster (deprived of mcmL and mcmK), microcin production required ClbP encoded by 
the pks island and IroB from the iroA locus. The mutual exclusion between the iroA 
locus and the iroB/iroD homologs mcmL/mcmK had previously been noticed in a study 
with a collection of 18 microcin-producing UPEC, but the pks island had not been 
searched for (15). Our study demonstrated the high prevalence of this synergistic triad 
in UPEC, which suggests that it might be a selective advantage. However, the pks 
island and genes encoding precursors of microcins H47 and M were more frequently 
found in ABU than in pyelonephritis-causing strains (Fig. 2). With a smaller collection 
of cystitis and pyelonephritis-causing strains, Abraham et al, had observed no 
significant difference in the prevalence of genes encoding microcins H47 and M 
between ABU and symptomatic UTI strains (2). Therefore, these microcins do not 
appear as bona fide virulence factors within the urinary tract.  
 In a study that compared the whole genome sequences of UTI isolates to faecal 
isolates from the same patients, microcin M precursor gene was significantly over-
represented in UTI isolates (17). Therefore, we hypothesize that the association 
between a truncated microcin gene cluster, the pks island, and the iroA locus would 
promote urinary tract colonization. It enables the production of at least three 
colonization determinants (microcins, colibactin, and salmochelins) (18,19) with a 
limited impact on genome size. This domination of the rectal niche, which is the 
reservoir to infect the urinary tract (20), with a minimal genetic cost might also favour 
the selection of other virulence factors. Hence, the synergistic triad between a 
truncated microcin gene cluster, the pks island, and the iroA locus could be the element 
that reconciliates the prevalence and the special-pathogenicity hypotheses. 
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Fig. 1. Schematic representation of the virulence profile of each of the 225 E. coli 
strains. Each rectangle represents the presence of a virulence gene (black for hlyA, 
sat, papG II, cnf1, fyuA, and iut, brown for iro, purple for the pks island, and blue for 
genes related to microcins H47 and M production). Green, orange, and red rectangles 
represent strains causing asymptomatic bacteriuria, cystitis, and pyelonephritis, 
respectively. Each alignment of rectangles corresponds to one of the 226 strains. The 
strains were classified by phylogroups and, within phylogroups strains carrying genes 
encoding microcins precursors mcmA or mchB were grouped. 
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Fig. 2. Prevalence of virulence determinants according to clinical severity. The 
statistical differences between either the asymptomatic bacteriuria or the cystitis group 
and the pyelonephritis group is denoted « for P values < 0.05, «« for P<0.01, 
and«««for P<0.001.  
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La triade îlot microcines tronqué - îlot pks - locus iroA, un 
facteur de polyvalence des souches du phylogroupe B2 
 
 Nous avons démontré dans la souche E. coli Nissle, et plus largement dans les 
souches du phylogroupe B2, une synergie fonctionnelle entre l'îlot 
sidérophores-microcines, l'îlot pks et le locus iroA (Article 1). Ainsi, grâce à ces trois 
îlots, au moins six facteurs de virulence peuvent être produits : les sidérophores 
entérobactine, salmochélines et yersiniabactine (162), la colibactine (11), des 
lipopeptides aux propriétés analgésiques (163) et les sidérophores-microcines H47 et 
M (Figure 28). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 28 : Facteurs de virulence produits par les îlots pks, iroA et 
sidérophores-microcines 
Flèches bleues : production initialement décrite, mettant en jeu tous les gènes de l'îlot 
Flèches rouges : rôles additionnels, faisant intervenir un ou quelques gènes de l'îlot 
uniquement 
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activité de cyclisation (Shaw-Reid et al., 1999). Le trimère de DHBS est enfin cyclisé puis 
libéré pour aboutir à la formation de l’entérobactine.  
Celle-ci est exportée par une protéine, EntS ou protéine P43, codée par entS, 
précédemment nommé ybdA. Cette protéine présente des similarités de séquence avec 
celle des transporteurs de la famille des MFS. Cette protéine comporterait douze 
segments transmembranaires (Furrer et al., 2002).  
Une fois dans le mili u extrac llulaire, l’entérobactine compl xe Fe(III) libre, puis 
est importée dans la bactérie via une machinerie spécifique décrite dans le paragraphe II. 
2. 3. (page 65). Le fer complexé est libéré du sidérophore grâce à l’action de Fes qui 
catalyse l'hydrolyse dans un premier temps d'une liaison ester de l'entérobactine 
conduisant à un trimère linéaire de DHBS, puis l’hydrolyse de l’entérobactine en dimères 
et monomères de DHBS. Ces hydrolyses permettent une diminution de l'affinité du fer 
pour le sidérophore et rend ainsi sa libération plus aisée (Figure I-25 (A), page 62) (Lin et 
al., 2005). Lors de sa libération dans la bactérie, le fer serait en effet réduit à l’état 
ferreux, diminuant ainsi son affinité pour l’entérobactine. Cependant les monomères, 
dimères ou trimères linéaires de DHBS possèdent malgré tout la capacité de transporter 
encore le fer mais avec des affinités moindres que l’entérobactine (Hantke, 1990). 
 
II. 2. 2. c. Les salmochélines : produits de biosynthèse et de dégradation 
Les salmochélines ont été décrites pour la première fois en 2003 (Hantke et al., 
2003) et elles font depuis l’objet de nombreuses études.  
Le système génétique impliqué dans la biosynthèse et le transport des salmochélines 
(iroA) est constitué de 5 gènes, le tout contenu sur un fragment de 10 kb chez E. coli et 
S. enterica sérovar Thyphimurium (Figure I-26) (Bäumler et al., 1996; Bäumler et al., 
1998). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I-26 : Système génétique conduisant à la biosynthèse, l’export et 
l’import de la salmochéline chez E. coli. 
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 Cette polyvalence des îlots génomiques permet une « économie du génome ». 
La triple association que nous avons décrite renferme ainsi trois protéines pléiotropes : 
IroB, ClbA et ClbP sont impliquées dans plusieurs processus de biosynthèse distincts. 
IroB intervient dans les synthèses des salmochélines (166) et des 
sidérophores-microcines et ClbA dans les synthèses de la colibactine, des 
sidérophores et des lipopeptides analgésiques (162,163). Si les produits générés sont 
différents, chacune de ces deux protéines exerce cependant une seule activité : IroB 
exerce une activité glucosyltransférase quelle que soit la chaîne de biosynthèse et 
ClbA une activité PPTase. ClbP représente à ce titre un cas particulier : l'activité 
peptidase de son domaine périplasmique intervient spécifiquement dans la synthèse 
de la colibactine, alors que son domaine transmembranaire seul joue un rôle dans la 
synthèse des sidérophores-microcines.   
 Si le pan-génome de E. coli, c'est à dire la somme des gènes présents dans 
toutes les souches de l'espèce, représente plus de 17 000 gènes, une seule souche 
de E. coli ne peut en moyenne héberger que 4 700 gènes (5,187). La polyvalence des 
îlots génomiques et donc l'économie de « moyens génétiques » sont donc 
indispensables pour que les souches du phylogroupe B2, a fortiori les ExPEC, puissent 
produire leurs nombreux facteurs de virulence. 
 
 La colibactine et les lipopeptides analgésiques sont destinés à la maîtrise de 
l'hôte, bien que le rôle précis de la colibactine pour la bactérie reste encore inconnu. 
Les différents sidérophores et les microcines permettent une compétition efficace avec 
d'autres bactéries d'une niche donnée. Ils interviennent respectivement dans la 
compétition par concurrence et la compétition par interférence (188). De par la 
diversité des sidérophores qu'elle produit, une bactérie porteuse de la triple 
association est un concurrent particulièrement efficace pour capter le fer, élément 
nutritionnel présent en quantité limitée. Par ailleurs, elle produit des molécules 
antibiotiques vis-à-vis de bactéries compétitrices pour l'occupation de la niche. Grâce 
à la synergie entre ces trois îlots génomiques, la bactérie peut ainsi dominer une niche 
écologique donnée et s'adapter à des environnements divers. 
 Pour diffuser et exercer un pouvoir pathogène dans l'ensemble de l'organisme, 
les ExPEC doivent s'adapter à des environnements très variés. Le liquide 
céphalo-rachidien infecté par une souche responsable de méningites est a priori très 
différent de l'urine colonisée par une souche UPEC. De prime abord, chaque type 
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d'ExPEC pourrait donc apparaître comme spécialisé dans un type d'infection et avoir 
acquis sélectivement les facteurs de virulence adéquats. Cependant, ainsi que l'ont 
résumé Johnson J. et Russo T., les ExPEC sont des « généralistes » plutôt que des 
« spécialistes » (83). Outre quelques déterminants spécifiques, par exemple la 
prédominance des souches encapsulées K1 responsables de méningites, les facteurs 
de virulence se partagent entre toutes les catégories d'ExPEC car les contraintes 
auxquelles doivent faire face ces souches sont similaires : persistance et émergence 
depuis la niche intestinale polymicrobienne, adaptation à un environnement pauvre en 
nutriments et résistance au système immunitaire de l'hôte. 
 A l'inverse, les souches strictement commensales se sont spécifiquement 
adaptées à ce milieu. Pour reprendre l'exemple des sidérophores-microcines, 
Poey ME. et al. avaient déjà observé que les souches possédant le locus iroA 
possédaient un îlot microcines tronqué, dépourvu de mcmL et mcmK et inversement, 
que les souches possédant un îlot microcines « complet » ne portaient pas iroA (94). 
Il avait été proposé que l'intégration des gènes de glucosyltransférase et d'estérase 
de l'entérobactine dans l'îlot microcines soit un reflet de la spécialisation dans la 
production de microcines, ces gènes étant alors dévoués à la seule production de 
microcines. Cette observation avait également été faite dans une collection de 18 
souches urinaires productrices de sidérophores-microcines. L'intégration des 
homologues de iroB et iroD dans l'îlot microcines avait même été décrite comme un 
« désavantage » potentiel du fait de la perte de polyvalence de la souche (189). 
 
 Si l'association îlot sidérophores-microcines « tronqué » et locus iroA avait déjà 
été remarquée parmi des souches UPEC (189), la cooccurrence et le rôle de l'îlot pks 
n'avaient jamais été mis en évidence. Par ailleurs, seule une étude avait tenté de 
corréler la présence des gènes codant les précurseurs des microcines avec la gravité 
clinique des infections urinaires (176). Elle ne comprenait que 44 souches issues 
d'infections symptomatiques (25 pyélonéphrites et 19 cystites). De même que dans 
notre étude, la répartition des souches productrices des microcines H47 et M était 
similaire dans les catégories cliniques (bactériuries asymptomatiques, cystites ou 
pyélonéphrites). L'association des îlots sidérophores-microcines, pks et iroA ne 
semble donc pas être un facteur de virulence dans le tractus urinaire.  
 Deux analyses transcriptomiques ont étudié les gènes dont la transcription était 
augmentée quand les souches UPEC étaient cultivées en urine humaine. La première, 
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utilisant CFT073 indique que les gènes mchB et iroB figurent parmi les 50 gènes dont 
la surexpression est la plus importante (182). La seconde étude concernant les 
souches CFT073, ABU83972 et Nissle montre que l'expression des trois systèmes 
îlots pks, sidérophores-microcines et locus iroA est induite quand les souches sont 
cultivées dans l'urine (18). Les microcines H47 et M semblent donc être des 
déterminants importants pour la colonisation urinaire, et ce d'autant plus que ce sont 
les bactériocines les plus fréquemment retrouvées parmi les souches UPEC (176,190). 
Une étude de Nielsen et al. confirme ce rôle des microcines H47 et M dans la 
colonisation du tractus urinaire. Les génomes complets de souches issues de 
prélèvements urinaires de patients présentant une infection ont été comparés aux 
génomes des souches fécales (différentes de la souche urinaire) isolées des mêmes 
patients (191). Le gène mcmA codant le précurseur de la microcine M était 
significativement associé aux souches responsables d'infections urinaires par rapport 
aux souches strictement fécales, ce qui n'était pas le cas pour les gènes responsables 
de la production des fimbriae pourtant classiquement décrits comme facteurs de 
virulence des UPEC. 
 L'association des îlots sidérophores-microcines, pks et iroA permettrait donc 
aux souches UPEC de dominer et d'émerger de la flore rectale tout en acquérant 
sélectivement d'autres facteurs de virulence. Les souches porteuses de cette triple 
association possèdent en effet davantage d'autres facteurs de virulence (hémolysine, 
CNF-1 par exemple), ce qui avait déjà été observé pour les UPEC productrices de 
microcines H47 et M (176). Ceci coïncide avec la physiopathologie communément 
admise des infections urinaires, mais étayée par peu d'études (192,193) : grâce à un 
panel de facteurs de virulence, une souche (généralement B2) devient prédominante 
dans la flore rectale et peut potentiellement contaminer l'urètre (193). Une fois dans le 
tractus urinaire, milieu particulièrement pauvre en fer, les différents sidérophores, dont 
les salmochélines permettent à la souche de survivre. Enfin, l'îlot pks, par la production 
de lipopeptides analgésiques pourrait contribuer à la maîtrise de l'hôte. Les UPEC 
constituent ainsi un exemple de la polyvalence que confère l'association des îlots 
sidérophores-microcines, pks et iroA aux souches du phylogroupe B2. 
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Microcines et souches probiotiques : des alternatives aux 
traitements antibiotiques classiques ? 
 
 Ce travail a permis non seulement de progresser dans la compréhension de la 
physiopathologie des infections, en particulier urinaires, causées par E. coli, mais 
également de prendre part au courant de recherches actuelles sur de nouvelles pistes 
thérapeutiques dans la lutte contre les infections bactériennes.  
  
 En 2018, l'Organisation Mondiale de la Santé a décrété que le développement 
de nouveaux antibiotiques contre les bactéries à Gram négatif était une priorité 
absolue (44). La principale difficulté est de concevoir des composés capables de 
traverser la paroi particulièrement imperméable des bactéries à Gram négatif. Ces 
molécules devront également échapper, au moins partiellement, aux nombreuses 
pompes à efflux à large spectre produites constitutivement pour évacuer les composés 
potentiellement toxiques hors de la bactérie (194).  
 Une des stratégies consiste à utiliser comme porte d'entrée les transporteurs 
permettant aux bactéries d'internaliser des composés rares dans l'environnement et 
indispensables à leur survie comme le fer. Des antibiotiques ont donc été couplés à 
des sidérophores, ce qui correspond à une interprétation synthétique de la stratégie 
« Cheval de Troie » des sidérophores-microcines (188,195). Le premier antibiotique 
couplé à un sidérophore est le céfidérocol, actuellement en phase de recherche 
clinique. Récemment, cette céphalosporine couplée à un sidérophore de type catéchol 
a été montrée comme non inférieure à l'imipénème contre les infections urinaires 
compliquées dues aux bactéries uropathogènes à Gram négatif (entérobactéries 
principalement, mais aussi Pseudomonas aeruginosa) (196). 
 L'objectif du céfidérocol est donc d'exercer une activité antibiotique à large 
spectre et de se substituer aux carbapénèmes, famille d'antibiotiques de « dernier 
recours », dont l'efficacité est désormais menacée par l'émergence des résistances 
(44,197). Un autre axe de développement de nouveaux antibiotiques serait, à l'inverse, 
de produire des molécules à spectre étroit pour limiter l'émergence des résistances et 
les altérations de flores commensales. Les antibiotiques ont en effet été incriminés 
comme facteur déclenchant de pathologies aussi diverses que les diarrhées à 
Clostridium difficile ou les mycoses vaginales. Si le rôle du microbiote intestinal est 
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maintenant établi dans la survenue de nombreuses pathologies chroniques comme le 
diabète, les allergies, l'obésité ou les MICI, l'impact de la prise d'antibiotiques sur de 
telles affections reste largement méconnu (43). A ce titre, les microcines semblent 
particulièrement prometteuses, car leur spectre est limité aux entérobactéries avec 
des concentrations minimales inhibitrices très faibles de l'ordre du nanomolaire (88). 
Par ailleurs, elles n'ont a priori pas d'effet sur les cellules eucaryotes, ce qui limite le 
risque de survenue d'effet indésirables (198). 
 
 Pour que les microcines puissent être utilisées en applications cliniques, la 
question de l'émergence de résistances potentielles devra être investiguée. Comme 
l'usage extensif de ces molécules n'a pour l'heure pas été envisagé, ce problème 
potentiel n'a pas fait l'objet d'études dédiées. Des mécanismes de résistance aux 
microcines ont néanmoins déjà été mis en évidence, en particulier par l'acquisition de 
mutations dans les cibles des microcines. La survenue de mutations dans les gènes 
codant les sous-unités b ou b' de l'ARN polymérase confère une résistance à la 
microcine J25 (199). De même, des résistances à la microcine B17 apparaissent suite 
à des mutations du gène du gyrB codant l'ADN gyrase (200). Une résistance à la 
microcine J25 peut également survenir par surexpression de la pompe à efflux YojI de 
type ABC (201). Aucun mécanisme de résistance acquis spontané n'a jamais été décrit 
pour les sidérophores-microcines, mais cela n'a jamais fait l'objet d'études. Au final, 
les différentes microcines ayant des modes d'entrée, des structures, des cibles et des 
mécanismes d'action différents, il conviendrait d'en associer plusieurs en vue d'une 
application thérapeutique éventuelle pour éviter l'émergence rapide de résistances.  
 
 Une autre difficulté à surmonter pour une utilisation thérapeutique des microcines 
est leur dégradation dans le tractus gastro-intestinal si elles sont administrées par voie 
orale (202). C'est pourquoi, des souches probiotiques comme E. coli Nissle peuvent être 
modifiées pour produire d'autres microcines que les sidérophores-microcines H47 et M 
et servir ainsi de vecteurs. Dans le paragraphe II. 3. de la synthèse bibliographique 
consacrée à E. coli Nissle, nous avons ainsi évoqué quelques applications possibles de 
ce probiotique comme solution alternative aux antibiotiques.   
 
 La souche ABU83972 génétiquement proche de Nissle (82) a aussi été étudiée 
comme option thérapeutique dans la prévention des infections urinaires récurrentes. 
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Son efficacité a été démontrée dans une étude versus placebo chez 20 patients avec 
un historique d'infections urinaires récurrentes liées à des anomalies de l'arbre urinaire. 
Les patients ayant reçu des instillations vésicales de ABU83972 ont présenté 
significativement moins d'épisodes d'infections urinaires dans les 12 mois suivants que 
les patients ayant reçu un placebo, sans effet indésirable notable (203). En dépit de ces 
résultats encourageants, l'administration de ABU83972 en instillation vésicale n'est pas 
envisageable sur une plus large population de patients en communautaire.  
 La domination de la niche rectale est un préambule à la colonisation urinaire 
(192,193). Dès lors, l'administration d'un probiotique de type Nissle ou ABU83972 
possédant la triple association îlot sidérophores-microcines, îlot pks et locus iroA, de 
façon à occuper durablement la niche rectale et empêcher l'émergence d'une souche 
UPEC pourrait être une alternative efficace et plus acceptable qu'une instillation 
intra-urétrale. Le rôle de la flore digestive comme facteur prédisposant des infections 
urinaires a en effet déjà été évoqué (204), surtout depuis l'observation d'une diminution 
de la fréquence de survenue des infections urinaires chez des patients ayant bénéficié 
d'une transplantation de microbiote fécal pour le traitement d'infections récidivantes à 
C. difficile (205). Par rapport à la transplantation de microbiote fécal, l'emploi de 
souches définies et largement étudiées comme Nissle ou ABU83972 permet de 
s'affranchir en grande partie des problèmes de variabilités de souches administrées et 
d'innocuité (celle-ci n'est jamais totalement garantie en cas de transplantation de 
microbiote fécal, la composition exacte de la préparation étant inconnue). Il 
conviendrait alors d'utiliser des souches Nissle ou ABU83972 non génotoxiques, 
mutées dans le site catalytique de ClbP comme proposé dans l'Article 1. Afin de 
conserver une synthèse intacte de N-myristoyl-D-asparagine, dont la fonction 
biologique n'est pas encore élucidée, un mutant ClbH non génotoxique pourrait aussi 
être utilisé.  
  
 En conclusion, microcines et probiotiques sont des pistes thérapeutiques 
prometteuses dans la lutte contre certaines pathologies bactériennes. Cependant, de 
nombreuses inconnues demeurent dans les mécanismes de leur action thérapeutique 
et nos travaux ont montré que les intrications sont fortes entre facteurs de virulence et 
déterminants de l'activité probiotique. Dans ce contexte, les liens entre recherche 
fondamentale et recherche appliquée semblent plus que jamais nécessaires pour 
proposer des alternatives thérapeutiques innovantes et sûres. 
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Perspectives 
 
Une nouvelle famille de sidérophores-microcines issue des souches avec 
un îlot génomique tronqué 
 Suite à l'Article 1, nous suspectons que les sidérophores-microcines H47 et M 
produites par les souches de E. coli présentant un îlot génomique tronqué soient 
structurellement différentes de celles produites par les souches possédant un îlot 
« non tronqué » comme les souches CA58 ou CA46. Nous avons pu déterminer que 
l'homologue IroB de la protéine McmL manquante chez E. coli Nissle assurait la 
glycosylation du groupement sidérophore, permettant ainsi la liaison de ce groupement 
avec le précurseur peptidique. Cependant, nous n'avons pas trouvé de protéine 
suppléant l'activité de linéarisation de l'entérobactine de l'estérase McmK manquante. 
En effet, l'homologue IroD de McmK ne remplit pas cette fonction. Il est ainsi probable 
que le groupement dérivé de l'entérobactine des sidérophores-microcines de E. coli 
Nissle ne soit pas linéarisé mais cyclique.  
 Nous souhaiterions prouver cette structure singulière des 
sidérophores-microcines des souches de E. coli présentant un îlot génomique tronqué 
par une caractérisation chimique de ces molécules. Pour ce faire, nous collaborons 
avec l'équipe du Pr Sylvie Rebuffat (UMR7245, CNRS-MNHN, Paris) qui a caractérisé 
initialement les sidérophores-microcines H47 et M (93). Nous avons déterminé que les 
surnageants de culture de E. coli Nissle présentaient une activité antagoniste 
ClbP-dépendante (Figure 29).  
 Cependant, la reproductibilité de ces résultats est aléatoire en fonction des lots 
de surnageants. Certains surnageants de culture de la souche E. coli Nissle sauvage 
ne possèdent pas d'activité antagoniste. Plusieurs hypothèses peuvent être évoquées : 
une instabilité des microcines produites, une chélation par le plastique du matériel 
utilisé ou les filtres stérilisants, une non production des microcines dans certaines 
conditions, une résistance de la souche LF82 dans certaines conditions ... 
 Il s'agit désormais d'optimiser les conditions de culture et augmenter si possible 
les concentrations en microcines tout en limitant les interférences pour rendre possible 
l'analyse chimique.  
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Figure 29 : Courbes de croissance de la souche LF82 en contact avec des 
surnageants de culture de E. coli Nissle 
Chaque point est la moyenne de la densité optique obtenue dans 5 puits de plaque 96 puits 
contenant LF82 cultivée en milieu minimum (100 µL de M63) avec des surnageants (100 µL) 
de culture de la souche E. coli Nissle sauvage, mutée pour ClbP (DclbP) et complémentée 
(DclbP pclbP). A l'issue de 6h de culture, les surnageants sont centrifugés (10 000 rpm) et 
stérilisés par filtration. 
 
 
ClbP, un cofacteur de l'export des sidérophores-microcines 
 Nous avons établi dans l'Article 1 que la production des 
sidérophores-microcines H47 et M par les souches de E. coli présentant un îlot 
génomique tronqué fait intervenir le domaine C-terminal de la peptidase ClbP et non 
pas son site catalytique. Nous souhaiterions déterminer quelle structure précise de 
ClbP intervient dans la synthèse des sidérophores-microcines par des expériences de 
mutagénèse. La différence de structure des sidérophores-microcines pourrait rendre 
indispensable la coopération du domaine C-terminal transmembranaire de ClbP 
probablement pour l'extrusion des sidérophores-microcines via une pompe à efflux qui 
est, elle conservée entre les différents îlots. 
 
  Ce rôle du domaine C-terminal de ClbP comme cofacteur de l'export des 
sidérophores-microcines nous est suggéré par des expériences de surexpression des 
gènes de la pompes MchEF dans un mutant ClbP. L'effet antagoniste de Nissle contre 
LF82 est alors restauré. A l'inverse, la surexpression de ClbP dans une souche mutée 
pour MchEF ne restaure pas l'effet inhibiteur de Nissle (Figure 30).  
0 2 4 6
0.0
0.1
0.2
0.3
Temps (h)
D
en
si
té
 o
pt
iq
ue
 6
00
 n
m LF82
LF82 + surnageant EcN WT
LF82 + surnageant EcN ΔclbP
LF82 + surnageant EcN ΔclbP pclbP
 151 
 ClbP n'est donc plus indispensable à la production des microcines quand la 
pompe à efflux spécifique est surexprimée. Cette surexpression pourrait être suffisante 
pour compenser une mauvaise affinité des sidérophores-microcines de Nissle pour la 
pompe MchEF. 
 
 
 
Figure 30 : ClbP, un cofacteur de MchEF pour l'export des 
sidérophores-microcines chez E. coli Nissle 
Dénombrement de la souche E. coli LF82 après 24h de co-culture en milieu minimum M63 
avec la souche E. coli Nissle (EcN) sauvage (WT), mutée pour clbP (DclbP), mutée pour clbP 
avec une surexpression plasmidique de MchEF (DclbP pmchEF), mutée pour mchEF 
(DmchEF), et mutée pour mchEF avec une surexpression plasmidique de ClbP (DmchEF 
pclbP). LF82 a aussi été cultivée seule comme contrôle (Æ).  
 
 
 
 Pour étayer l'hypothèse d'un rôle de ClbP dans l'extrusion des 
sidérophores-microcines, nous souhaiterions réaliser des marquages de ClbP et de la 
protéine ABC MchF pour visualiser une éventuelle co-localisation en microscopie. 
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Effet anti-staphylococcique dépendant de l'îlot pks, mais sans lien avec 
les microcines 
 Dans l'Article 1, nous démontrons l'intervention nécessaire de ClbP dans la 
production de sidérophores-microcines chez E. coli Nissle. Or, une souche portant l'îlot 
pks, mais incapable de produire des microcines a été montrée comme ayant un effet 
antibiotique contre des souches de staphylocoques (165). Nous avons vérifié que 
E. coli Nissle exerçait bien une activité antagoniste sur des souches de 
staphylocoques, indépendamment du système microcines. En effet, le mutant de la 
souche Nissle pour les deux précurseurs des microcines H47 et M conserve une 
activité inhibitrice contre une souche de S. aureus sensible à la méticilline (Figure 31).  
 
Figure 31 : Effet anti-staphylococcique de E. coli Nissle dépendant de l'îlot pks 
mais pas des sidérophores-microcines 
Dénombrement de la souche S. aureus ATCC 29213 après 24h de co-culture en milieu DMEM 
Glutamax + SVF avec la souche E. coli Nissle (EcN) sauvage (WT), mutée pour clbN, clbB, 
clbC, clbH, ou clbP, puis complémentée par ClbP (pclbP), par ClbP porteur d'une mutation 
S95A (pclbP-S95A) ou K98T (pclbP-K98T) dans le site catalytique et par le domaine 
C-terminal de ClbP seul (pclbP-3H). LF82 a aussi été cultivée seule comme contrôle (Æ).  
 
 
 Nous avons ensuite testé l'activité anti-staphylococcique de différents mutants 
de la souche Nissle dans l'îlot pks. Cet effet dépend de l'activité peptidase de ClbP, 
puisque les plasmides portant une mutation dans le site catalytique de ClbP ne 
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restaurent pas l'activité. A la différence de l'activité antagoniste liée aux 
sidérophores-microcines, le domaine C-terminal seul de ClbP ne suffit pas à restaurer 
l'activité du mutant pour ClbP.  
 Cette activité anti-staphylococcique serait liée à la colibactine elle-même, ou à 
un métabolite produit par l'îlot pks, différent du produit de clivage de la précolibactine. 
En effet, les mutants clbC et clbH sont dépourvus d'activité anti-staphylococcique, 
alors que ces gènes n'interviennent pas dans la synthèse du N-myristoyl-D-asparagine 
(Figure 31), à la différence de clbN, clbB et clbP. Des résultats similaires ont été 
obtenus avec une souche de S. aureus résistant à la méticilline (NCTC 12493). L'effet 
anti-staphylococcique de E. coli Nissle est même plus marqué (moyenne de 
105 UFC/mL de S. aureus après 24h de co-culture avec une souche sauvage) 
 
 Pour déterminer plus précisément le mécanisme de cette activité 
anti-staphylococcique, nous allons étudier par des tests morphologiques et 
fonctionnels l'effet d'une souche produisant l'îlot pks sur des staphylocoques 
(recherche d'un effet génotoxique par exemple). Il conviendra également de tester 
l'effet de surnageants de cultures pour déterminer si l'effet anti-staphylococcique est 
contact dépendant ou lié à des molécules sécrétées.  
 
 
Les microcines et la lutte contre le portage digestif d'entérobactéries 
multi-résistantes 
 Le principal réservoir de bacilles à Gram négatif multi-résistants est le tube 
digestif. Cette colonisation asymptomatique est la première étape dans le 
développement d'une infection et peut être une source d'épidémies en milieu 
hospitalier. Les entérobactéries productrices de  b-lactamases à spectre étendu sont 
les bactéries multi-résistantes les plus fréquentes. En France, le portage digestif 
d'entérobactéries productrices de  b-lactamases à spectre étendu a ainsi été estimé à 
environ 10% en communautaire (206) et 17% en milieu hospitalier (207). Il s'agit dans 
la grande majorité des cas de souches de E. coli. La maîtrise, voire la réduction du 
portage de ces entérobactéries multi-résistantes et hautement résistantes si l'on ajoute 
le problème des carbapénémases est un enjeu dans le milieu hospitalier.  
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 Face à ce problème, une expertise concernant les microcines peut présenter 
un intérêt double. Afin de mieux comprendre les mécanismes de persistance des 
souches de E. coli multi-résistantes au niveau intestinal, hors pression antibiotique, il 
conviendrait tout d'abord de déterminer la prévalence des souches productrices de 
microcines parmi ces souches par rapport à des souches fécales « classiques ». En 
parallèle, nous pourrions déterminer la sensibilité des souches multi-résistantes à 
diverses microcines (sidérophores-microcines et microcines lasso). En effet, 
l'utilisation des microcines semble être une alternative prometteuse aux antibiotiques 
pour tenter d'éradiquer le portage digestif d'entérobactéries multi-résistantes en raison 
de leur spectre d'activité restreint qui préserve notamment les bactéries anaérobies 
intestinales.  
 Nous envisageons de modifier une souche de E. coli Nissle non génotoxique 
(décrite dans l'Article 1) de façon à lui faire synthétiser la microcine lasso J25, en plus 
de ses deux sidérophores-microcines H47 et M. Comme ces trois microcines ont des 
modes d'action distincts (inhibition de l'ARN polymérase et des ATP synthases 
membranaires), cela limiterait le risque d'émergence de résistances.  
 L'activité antagoniste de cette souche contre des entérobactéries 
multi-résistantes serait déterminée. Enfin, un modèle murin de colonisation par une 
souche d'E. coli multi-résistante est développé au laboratoire. Ce modèle pourrait être 
utilisé pour tester l'efficacité de la souche Nissle modifiée dans l'éradication des 
entérobactéries multi-résistantes. 
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Conclusion générale 
 
 En conclusion, notre travail a permis de montrer que la production des 
sidérophores-microcines chez E. coli Nissle nécessite l'intervention de protéines de 
deux systèmes génétiques distincts, en plus de l'îlot microcines : le locus iroA et l'îlot 
pks. Les inter-dépendances entre ces différents déterminants complexifie la distinction 
entre facteur de virulence et facteur de colonisation. Ainsi, selon qu'elle est impliquée 
dans la synthèse des sidérophores-microcines ou de la colibactine, la peptidase ClbP 
est respectivement un déterminant de l'activité probiotique de Nissle ou un facteur de 
virulence.  
 La frontière entre facteur de colonisation ou déterminant de l'activité probiotique 
et facteur de virulence apparait d'autant plus floue que la triple association synergique 
entre îlot microcines, îlot pks et locus iroA semble jouer un rôle dans la 
physiopathologie des infections urinaires en favorisant la domination de la niche 
rectale par les UPEC. La pléiotropie de certaines protéines d'îlots génomiques 
expliquerait la faculté d'adaptation des souches du groupe B2 à des environnements 
variés : elles expriment divers facteurs de virulence en fonction de la niche qu'elles 
occupent. Cette multiplication des facteurs de virulence n'est possible qu'avec 
l'optimisation des systèmes de biosynthèse, et en particulier l'économie de 
« ressources génétiques ».  
 Au total, la découverte du rôle de l'association îlot microcines, îlot pks et locus 
iroA comme déterminant majeur de colonisation chez E. coli fait émerger des pistes 
de recherches en matière de physiopathologie des infections liées à E. coli (en 
particulier aux souches du phylogroupe B2) et de thérapeutiques alternatives aux 
antibiotiques 
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Clémence Massip 
Rôle de l'îlot génomique pks dans la synthèse des sidérophores-microcines chez Escherichia coli 
 
Résumé 
 Les sidérophores-microcines H47 et M (MccH47 et MccM) sont des peptides antimicrobiens 
hybrides, constitués d’une entité peptidique couplée à un groupement dérivé d’un sidérophore, 
l’entérobactine. Elles sont à l’origine de l’activité antagoniste de la souche Escherichia coli Nissle 
(EcN) vis-à-vis d’entérobactéries pathogènes. Cette souche est également porteuse de l’îlot pks à 
l’origine de la synthèse d’une génotoxine, la colibactine.  
 Nous avons déterminé que la peptidase ClbP codée par l’îlot pks était indispensable à la 
synthèse des sidérophores-microcines chez EcN. C’est la partie C-terminale ancrant ClbP dans la 
membrane interne qui permet la synthèse des MccH47 et MccM, et non son site catalytique essentiel 
à la maturation de la colibactine. Par rapport au système génétique conduisant à la synthèse des 
MccH47 et MccM chez les souches E. coli CA46 et CA58, l’îlot sidérophores-microcines de EcN est 
tronqué. Nous avons montré que IroB, impliqué dans la synthèse des salmochélines était 
indispensable à l’activité antagoniste de EcN, probablement en assurant le rôle de son homologue 
McmL manquant chez EcN. Nous avons déterminé que l’ensemble des souches séquencées de E.coli 
portant un îlot microcines tronqué possédait les îlots pks et salmochélines, ce qui renforce l’hypothèse 
d’une interdépendance et d’une coévolution de ces systèmes.  
 Nous avons étudié la présence des îlots microcines, pks et salmochélines dans une collection 
de souches de E. coli responsables de pyélonéphrites, cystites ou bactériuries asymptomatiques. 
L’analyse génétique de plus de 200 souches recueillies à la suite d’examens cytobactériologiques des 
urines a permis de confirmer l’association systématique de ces 3 îlots. La proportion des souches 
productrices de MccH47 et MccM est identique quel que soit le tableau clinique, ce qui tendrait à 
prouver qu’il s’agit davantage d’un facteur permettant la colonisation de l’arbre urinaire à partir de la 
niche intestinale plutôt que d’un facteur de virulence dans le tractus urinaire.  
Mots clés : E. coli, sidérophores-microcines, îlot pks, colibactine, souches uropathogènes 
 
Summary 
 Siderophore-microcins H47 and M (MccH47 and MccM) are antimicrobial peptides, built from 
a peptidic precursor modified with a siderophore enterobactin derived moiety. They are responsible for 
Escherichia coli strain Nissle (EcN) antagonistic activity against pathogenic enterobacteria. EcN also 
carries the pks island encoding the genotoxin colibactin production. 
 We determined that the pks island encoded peptidase ClbP was necessary for 
siderophore-microcins synthesis in EcN. ClbP catalytic site, which is involved in colibactin maturation, 
plays no role in EcN antagonistic activity, whereas its C-terminal domain, which anchors ClbP to the 
inner membrane is required. EcN microcin gene cluster is truncated in comparison to E. coli strains 
CA46 or CA58 microcin gene clusters. We showed that IroB, which is involved in salmochelin 
synthesis is required for EcN antagonistic activity. It probably replaces its homolog McmL lacking in 
EcN. We determined that all E. coli strains bearing a truncated microcin gene cluster also carried the 
pks island and the salmochelin gene cluster. It reinforces the hypothesis of an interplay and a 
coevolution of these systems. 
 We studied the presence of the microcin, the pks, and the salmochelin gene cluster in a 
collection of E. coli strains responsible for pyelonephritis, cystitis, or asymptomatic bacteriuria. The 
genetic analysis of more than 200 strains collected after cytobacteriological examinations of urine 
confirmed the systematic association between these three gene clusters. The proportion of strains 
producing MccH47 and MccM is identical whatever the clinical presentation, which tends to prove that 
they are not virulence factors per se, but that they may favor the colonization of the urinary tract from 
the intestinal niche.  
Keywords: E. coli, siderophore-microcines, pks island, colibactin, uropathogenic strains 
